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Warum sollten Nanopartikel (NP) ebenso wie Chemikalien hinsichtlich ihrer öko – bzw. humantoxiko-
logischen Effekte charakterisiert und kategorisiert werden? NP haben aufgrund ihrer geringen Größe 
außergewöhnliche physikochemische Eigenschaften, welche diese besonders für medizinische und 
industrielle Anwendungen immer interessanter macht. In der vorliegenden Arbeit wurden TiO2 NP, 
TiZr Mischoxid NP sowie oberflächenmodifizierte ZrO2 und SrCO3 NP untersucht, welche durch ihre 
mannigfaltigen Eigenschaften unzählige Anwendungsmöglichkeiten vom Photokatalysator bis zum 
Zahnzement haben. Der menschliche Respirationstrakt ist dabei die Haupteintrittspforte der NP in 
den menschlichen Körper, denn 300 Millionen Alveolen bilden eine 140 m² große Angriffsfläche für 
Umweltschadstoffe. Die zentrale Fragestellung dieser Arbeit ist die Aufklärung des Zusammenhangs 
physikochemischer Eigenschaften von oberflächenfunktionalisierten SrCO3 und ZrO2 sowie TiO2 und 
TiZr NP mit dem daraus resultierenden biologischen Verhalten dieser NP. Die effektive, intrazelluläre 
NP Dosis auf Einzelzellebene und NP - spezifische Wirkmechanismen im respiratorischen System 
werden in vivo und in vitro auf Basis zerstörungs- und markierungsfreier molekularer und elementba-
sierter Visualisierungs- und Quantifizierungsverfahren sowie durch Anwendung standardisierter Toxi-
zitätsassays analysiert werden. Sowohl in vivo im Lungengewebe exponierter Ratten, als auch in vitro 
in Alveolarmakrophagen und Typ II Pneumozyten wurden NP - induzierte, signifikant veränderte Kon-
zentration physiologisch relevanter Elemente (P, S, Fe, Cu, Zn) festgestellt. Dies äußert sich durch 
Elementumverteilungen, Mangelerscheinungen oder Überschuss, was zu schweren Störungen der 
zellulären Homöostase führt. Eine pH-abhängige Löslichkeit zeigten SrCO3 NP, deren intrazelluläre 
Prozessierung ihre spezifischen Wirkmechanismen maßgeblich beeinflusst. Die Löslichkeitskinetik der 
NP wurde mithilfe der Raman Mikrospektroskopie in Echtzeit an lebenden Makrophagen und Typ II 
Pneumozyten untersucht, sowie zellfrei unter kontrollierten Bedingungen verifiziert. NP Löslichkeit, 
ihre Aufnahme und Translokation sowie ihre Clearance wurden mit toxischen Effekten korreliert. 
Zunächst wurde anhand der Makrophagen- und Alveolarseptenbeladung festgestellt, dass leicht lös-
liche SrCO3 NP in vivo schneller eliminiert werden können als schwer lösliche NP, wie TiO2 NP. SrCO3 
NP führen jedoch trotz ihrer hohen Löslichkeit in vitro zu einer Reduktion der Vitalität exponierter 
Makrophagen sowie zu einer exzessiven ROS Produktion und der Freisetzung von Zytokinen. Demge-
genüber stellen sich gemischt-phasige TiO2 NP sowie TiZr Mischoxid NP als nicht toxisch dar. TiZr NP 
zeigten eine Elementseparierung mit Bildung Ti- und Zr-reicher Areale in vivo und in vitro, was eben-
so auf eine intrazelluläre Prozessierung der NP in Alveolarmakrophagen hindeutet. TiO2 NP akkumu-
lieren präferiert an Mitochondrien. Eine abschließende vergleichende Betrachtung zeigt, dass SrCO3 
NP effizient aus der Lunge eliminiert werden können, aber in vitro toxische Effekte hervorrufen kön-
nen. TiO2, TiZr NP akkumulieren in der Lunge. TiO2 NP wurden in vitro am stärksten intrazellulär ak-
kumuliert, zeigten in Akutszenarien jedoch keine Toxizität. ZrO2 NP zeigten eine mittlere Clearance-
geschwindigkeit. Trotz des geringsten Durchmessers zeigten ZrO2 NP keinerlei toxische Effekte bei 






Warum sollten Nanopartikel (NP) hinsichtlich ihrer öko – bzw. humantoxikologischen Effekte 
charakterisiert und kategorisiert werden? NP haben aufgrund ihrer geringen Größe, laut Definition in 
mindestens einer Dimension unter 100 nm, außergewöhnliche physikochemische Eigenschaften, 
welche diese besonders für medizinische und industrielle Anwendungen fortwährend interessanter 
werden lässt. Diese Eigenschaften resultieren in Veränderungen bzw. Verbesserungen in Farbe, 
Transparenz, photokatalytischen und magnetischen Eigenschaften, Leitfähigkeit, oder Löslichkeit. 
Dadurch finden Nanomaterialien in der Automobil-, Luft- und Raumfahrtindustrie, sowie in der Bio-, 
Chemie- und Umwelttechnologie, in der Optik, Elektronik- und Kommunikationsindustrie, in der 
pharmazeutischen Entwicklung, in Medizin sowie in der Textil-, Kosmetik- oder Lebensmittelindustrie 
Anwendung. Daraus resultiert ein weltweit höherer Nananopartikelbedarf, was zur Optimierung 
technologischer Syntheseprozesse hin zur Großproduktion von Nanopartikeln führt und wiederum 
ein erhöhtes Expositionsrisiko darstellt. Zusätzlich entstehen NP als unerwünschte Nebenprodukte 
bei Herstellungsprozessen oder durch Abnutzung und Alterung von Materialien (z.B. Reifenabrieb) 
oder werden aus diesen freigesetzt. Für den exponierten Menschen stellt die Lunge durch ihre direk-
te Verbindung zur Umwelt die Haupteintrittspforte für NP in den Körper da. 300 Millionen Alveolen 
bieten eine 140 m² große Angriffsfläche für Umweltschadstoffe. Konduktive Abschnitte werden 
durch ihren mukozilliären Fahrstuhl geschützt. Demgegenüber stellen Alveolen mit der Blut – Luft – 
Schranke und somit geringer Epitheldicke (etwa 0,5 µm) einen weniger geschützten Abschnitt der 
Lunge dar. Hinzu kommt, dass je kleiner die Partikel sind, desto tiefer können sie in die Lunge ein-
dringen. Die Aufnahme und Translokation inhalierter NP ist abhängig von den NP Eigenschaften, wie 
beispielsweise deren Geometrie, Oberflächenladung oder der Funktionalisierung ihrer Oberfläche. 
Dringen kleine NP in alveolare Bereiche vor, könnten diese Makrophagen – vermittelt entfernt wer-
den oder das respiratorische Epithel überwinden, in die Blutbahn gelangen und in sekundären Orga-
nen wie Leber, Niere oder Milz akkumulieren. Zu den Folgen einer NP Inhalation zählt eine erhöhte 
Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch belastete Zellen, was zu akuten bis chronischen 
inflammatorischen Prozessen führen kann. Diese ROS Belastung führt zu DNA – /Protein und Li-
pidschädigungen, deren Akkumulation in nekrotischem Zelltod, Zellzyklusarrest, Fibrose und Karzino-
genese gipfeln können. In der vorliegenden Arbeit wurden TiO2 NP, TiZr Mischoxid NP sowie oberflä-
chenfunktionalisierte ZrO2 und SrCO3 NP untersucht. Die aufgeführten NP zeigen durch vielfältige 
Anwendung eine Omnipräsenz im alltäglichen Leben. Daher ist eine umfassende Risiskoanalyse der 
daraus resultierenden potentiellen Gefahren unerlässlich. Die vorliegende Arbeit dient der Verbesse-
rung der Datenlage der genannten NP hinsichtlich ihres biokinetischen Verhaltens sowie der resultie-




terminiert Wirkschwellen und gestaltet Dosis - Wirkung - Beziehungen von NP. Zugrundeliegende 
physikochemische NP Eigenschaften, wie Größe, Oberflächenladung, Löslichkeit, Freisetzung reakti-
ver Ionen sowie Oberflächenmodifikation, chemische Formulierung oder strukturelle Integrität neh-
men in Synergie oder Wechselwirkung Einfluss auf das Verhalten der NP in biologischer Umgebung. 
Sie bestimmen die zelluläre NP Aufnahme, Akkumulation, Retention oder Exozytose. Eine besondere 
Herausforderung stellt sich in der Quantifizierung der intrazellulären effektiven NP Dosis, weshalb 
hier die gesamte Kausalitätskette der „NP Exposition - intrazelluläre (toxikologisch relevante) Dosis - 
toxische Zellantwort“ sinnvoll untermauert wurde. Zur Quantifizierung der toxikologisch relevanten 
NP Dosis auf Einzelzellebene eignet sich die Ionenstrahlmikroskopie (IBM) als markierungs- und zer-
störungsfreies, hochauflösendes Bildgebungsverfahren mit einer Empfindlichkeit im ppm Bereich 
hervorragend. Durch die hohe Eindringtiefe des Protonenstrahls können biologische Zell- und Gewe-
beproben vollständig durchdrungen werden, was zu diesem Informationsgewinn auf Einzelzellebene 
führt. In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kombination aus mikro-Partikel-induzierter 
Röntgenemissions (µPIXE) - Spektroskopie und mikro - Rutherford Rückstreu Spektroskopie (µRBS) 
zur reproduzierbaren Elementquantifizierung mit niedrigen Detektions- und Quantifizierungsgrenzen 
genutzt. Dies ermöglicht zusätzlich eine 3D Analyse von NP Verteilungsmustern sowie NP - induzier-
ten Effekten qualitativ und quantitativ in belastetem Lungengewebe sowie in in vitro Zellmodellen. 
Die IBM wurde zur Aufklärung biokinetischer Prozesse wie intrapulmonaler Akkumulation, Retention 
und Clearance von TiO2, TiZr, ZrO2 und SrCO3 NP verwendet. Eine erweiterte Analyse von Element – 
NP – Kolokalisationen und NP – induzierten Elementumverteilungen gibt Hinweise auf Homöostase-
störungen, NP Wechselwirkungen mit Biomolekülen oder subzellulären Strukturen im respiratori-
schen System. Unterstützend wurde die konfokale Raman Mikrospektroskopie (CRM) als nicht - inva-
sives, hochempfindliches und ortsaufgelöstes 3D Bildgebungsverfahren zur Visualisierung, Identifizie-
rung und Quantifizierung der genannten NP anhand ihrer spezifischen Ramanprofile auf subzellulärer 
Ebene verwendet. Simultan wurden CRM - basiert NP – indiuzierte biochemische Veränderungen, 
dynamische und kinetische Prozesse sowie die intrazelluläre NP Prozessierung mit ihrer Translokation 
auf Organ- und Zellebene korreliert. Zuletzt wurden auf Basis der in vivo Daten geeignete Zellmodelle 
verwendet, um in vitro Testverfahren zu optimieren und zu validieren, Dosisfenster zu präzisieren 
und die Prädiktivität von in vitro Testmodellen zu verbessern. Für in vivo Analysen standen Lungen-
gewebe 3 und 21 Tage nach intratrachealer Instillation von Wistar Ratten mit 4,8 mg/Lunge SrCO3 
(hydrophil), 1,2 mg/Lunge ZrO2 (Acryl vs. Trioxadekansäure - TODS) und 0,6 mg/Lunge TiO2 bzw. TiZr 
zur Verfügung. 3 Tage nach Instillation mit SrCO3 NP war die Beladung der luminalen AM mit ca. 
87,5 % der gesamten NP Menge im Vergleich zu den weiteren untersuchten Kompartimenten signifi-
kant am stärksten. Geringere Mengen von ca. 11 % bzw. 1,5 % der gesamten, detektierten Sr Menge 




de kaum mehr Sr detektiert, was auf eine effiziente Makrophagen – vermittelte Clearance von SrCO3 
NP aus der Lunge exponierter Ratten hindeutet. Die effiziente Clearance ist sehr wahrscheinlich auf 
die ebenso Makrophagen – vermittelte Degradation der SrCO3 NP zurückzuführen. Da die Löslichkeit 
von NP sowie die damit einhergehende Freisetzung reaktiver Ionen aus der NP Formulierung maß-
geblich für die Zytotoxizität sein kann, wurden Aufnahme- und Löslichkeitskinetik oberflächenmodifi-
zierter SrCO3 NP in vitro untersucht. Die intrazelluläre Desintegration der NP Struktur wurde in vita-
len Zellmodellen für AM und Typ II Pneumozyten mittels CRM - basiertem Echtzeitmonitoring visuali-
siert und charakterisiert. Hierbei wurde der Strukturverlust der NP durch ihren Abbau und damit 
einhergehend ihre Raman - Aktivität bzw. der Verlust der Raman - Aktivität genutzt. Es wurde eine 
Assoziation der applizierten SrCO3 NP an die Zellmembranen mit anschließender Translokation in das 
Zytoplasma der Zelle beobachtet. Intrazellulär lokalisierte NP verloren nach kurzer Zeit ihr Ramansig-
nal. Eine Verifizierung der intrazellulären Desintegration der NP Struktur wurde durch Etablierung 
einer zellfreien CRM - basierten Plattform zur Untersuchung der NP Löslichkeit und deren Kinetik 
realisiert. Der pH – abhängige Verlust des hochspezifischen Ramansignals sowohl im zellfreien Sys-
tem als auch in lebenden Zellen weist den Verlust der strukturellen Integrität dieser NP Spezies nach, 
wobei SrCO3 NP mit hydrophober Oberflächenfunktionalisierung eine schnellere Desintegration auf-
weisen.  
TiO2 NP führen 3 Tage nach Instillation zu einer starken NP Belastung der Alveolarsepten. Etwa 14 % 
des Gesamttitans wurden in AM detektiert, 32 % in Alveolarsepten, 1 % in Bronchien und etwa 53 % 
(mit hoher Streuung) in pulmonalen Blutgefäßen. Der Mischoxid NP, bestehend aus 90 % TiO2 und 
10 % ZrO2, lagert sich 3 Tage nach Instillation zu 44 % in AS ab, zu 48 % in AM, 3 % in pulmonalen 
Blutgefäßen und 5 % in bronchialen Strukturen. Die hohe Belastung der AS durch beide Ti - basierte 
NP Spezies spricht für eine beeinträchtigte und damit ineffiziente AM - vermittelte Phagozytose, was 
zu einer intrapulmonalen NP Retention und Akkumulation führt. Überladene AM können kollabieren 
und setzen ihren Ihnalt erneut frei. Dieser Kreislauf aus Überladung und Kollabieren begünstigt die 
Entstehung entzündlicher Prozesse durch oxidativen Stress. Oxidativer Stress in den Zellen des respi-
ratorischen Epithels durch den Einfluss von TiO2 kann phasenabhängig durch eine Anlagerung der 
rutiler TiO2 NP an Mitochondrien gefördert werden. Dieses spezifische Translokationsverhalten von 
TiO2 NP mit vornehmlich rutiler Struktur wurde in A549 Zellen mithilfe der CRM detektiert und kann 
durchaus den Wirkmechanismus dieser NP Spezies darstellen. TiO2 - bzw. TiZr - induzierte ROS Pro-
duktion bis hin zu oxidativem Stress kann zu Fibrosen, Fremdkörpergranulomen und sogar zu schwe-
ren kardiovaskulären Schäden führen. Der Wirkmechanismus des Mischoxid NP TiZr ist die Bildung Ti 
- reiche und Zr - reiche Areale in der Lunge und in exponierten AM in vitro, was auf eine Elementse-




Oberflächenmodifizierte ZrO2 NP werden zu 87 % (Acryl) bzw. 92 % (TODS) drei Tage nach intrat-
rachealer Instillation von 1,2 mg/Lunge durch AM internalisiert. In Alveolarsepten hingegen wurden 
13 (Acryl) bzw. 8 % (TODS) der NP detektiert. Bronchioli und Bronchien sind mit etwa 0,1 % des ge-
samt detektierten Zr belastet. Die hohe intrapulmonale AM Beladung begleitet durch die vergleichs-
weise geringe Zr Belastung der Alveolarsepten lässt eine moderate AM - abhängige Clearance der NP 
anhand der geringeren Epithelkontaktzeit vermuten. Basierend auf der IBM - Translokationsanalyse 
der genannten NP zeigt sich, dass abhängig von der NP Oberfläche, ihrer chemischen Formulierung 
und ihrer Löslichkeit Alveolarmakrophagen, Pneumozyten Typ I und II sowie Endothelzellen und 
bronchiale Zellen unterschiedlich stark belastet sind. Da bei der NP Translokation auch der Zelltyp 
eine wichtige Rolle spielt, wurden Zellmodelle zur Darstellung der in vivo am stärksten belasteten 
Zelltypen zu detailierten Analysen der NP spezifischen Wirkmechanismen herangezogen. NR8383 
Alveolarmakrophagen und A549 Typ II Pneumozyten – ähnliche Zellen wurden deshalb als in vitro 
Modelle ausgewählt, um NP – induzierte toxische Effekte mit der toxikologisch relevanten Dosis in 
Verbindung zu bringen. Eine vergleichende Betrachtung der NP Aufnahme in vitro zeigt, dass TiO2 NP 
am stärksten durch AM aufgenommen. Hydrophob modifizierte SrCO3 NP werden signifikant stärker 
aufgenommen als hydrophil modifizierte NP in NR8383 AM. Hydrophil modifizierte SrCO3 NP zeigen 
bei geringster Aufnahme dennoch die stärksten toxischen Effekte. Umgekehrt zeigen TiO2 NP bei 
stärkster Aufnahme keinerlei toxische Effekte. In vitro rufen SrCO3 NP im NR8383 Alveolarmakropha-
genmodell oberflächenabhängig nekrotische und apoptotische Prozesse sowie extensive ROS Bil-
dung, eine Depolarisation der Mitochondrienmembran, eine Beeinträchtigung des Zellzyklus sowie 
die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine hervor. Spurenelemente beispielsweise werden intra-
zellulär streng reguliert und haben physiologischerweise essentielle zytoprotektive Funktionen inne. 
Eine Entgleisung bzw. Beeinträchtigung ihrer physiologischen Konzentrationen kann zytoprotektive 
Mechanismen beeinträchtigen bzw. außer Kraft setzen oder diese verstärken. Die hohe Löslichkeit 
der SrCO3 NP kann zudem zu einer Zunahme reaktiver Oberflächendefekte führen, welche Ursache 
für die beobachteten zytotoxischen Effekte sein können. Zudem wurden mithilfe der Elementanalyse 
in vivo und in vitro induziert durch eine SrCO3 Belastung signifikant veränderte intrazelluläre Schwe-
fel-, Zink, Eisen- und Kupferkonzentrationen beobachtet. SrCO3 NP bewirken eine Umverteilung intra-
zellulären Calciums sowohl in A549 Zellen, als auch in NR8383 AM. Ein Grund hierfür könnte eine Sr2+ 
- induzierte Störung des ER, des intrazellulären Ca2+ Speichers sein, beispielsweise durch Beeinträch-
tigung der Ca2+ Transportmechsnismen und einer Sr2+ Akkumulation im ER. TiO2 NP verändern in vivo 
und in vitro in betroffenen Zellen die Schwefel- und Zinkkonzentration signifikant. TiZr NP – belastete 
Zellen weisen einen signifikant veränderten Eisen- und Zinkgehalt auf. Obwohl TiO2 NP in A549 Zellen 
eine starke Kolokalisation mit Mitochondrien zeigen, lösen weder TiO2 noch TiZr NP zytotoxische 




branen einen potentiellen Wirkmechanismus dar. ZrO2 NP belastete Zellen und Lungenkompartimen-
te zeigen signifikant veränderte Schwefel, Eisen-, Kupfer- und Zinkkonzentrationen, jedoch wurden 
lediglich durch Einfluss acrylierter ZrO2 NP zytotoxische Effekte im Makrophagenmodell beobachtet. 
Zudem zeigen acrylierte ZrO2 NP ein ausgeprägteres Kolokalisationsverhalten als TODS - modifizierte 
ZrO2 NP. Acrylierte NP, vor allem in AM, lagern sich verstärkt an Mitochondrien aber auch an Li-
pidkörperchen an. Dies spiegelt sich auch in ihrer toxikologischen Evaluation wieder, denn auch hier 
zeigten acrylierte ZrO2 NP stärkere Effekte als TODS - Modifizierte. Zuletzt wurden die Daten aus in 
vivo und in vitro Studien korreliert, um ein Modell zur Präzisierung des Dosisfensters für in vitro Tests 
zu erarbeiten. Eine Optimierung und Validierung von in vitro Teststrategien zur Erhöhung ihrer Prä-
diktivität ist das Ziel. Der Vergleich aller hier erhobenen Daten zeigt, dass das NR8383 Alveolarma-
krophagenmodell ein stabiles Modell zur Aufklärung NP - induzierter Wirkmechanismen darstellt, da 
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Why should nanoparticles (NP) be characterised and categorised with regard to their eco - or 
human toxicological effects? Due to their small size, according to the definition in at least one dimen-
sion below 100 nm, NP have extraordinary physicochemical properties, which make them continu-
ously more interesting, especially for medical and industrial applications. These properties result in 
changes or improvements in color, transparency, photocatalytic and magnetic properties, conductivi-
ty, or solubility. As a result, nanomaterials are used in the automotive and aerospace industries, as 
well as in biotechnology, chemical and environmental technology, in optics, electronics and commu-
nications, in pharmaceutical development, in medicine, and in the textile, cosmetics and food indus-
tries. This results in a higher demand for nanoparticles worldwide, which leads to the optimisation of 
technological synthesis processes towards the large-scale production of nanoparticles, which in turn 
poses an increased risk of exposure. In addition, NP are created as undesirable by-products during 
manufacturing processes or through usage and aging of materials (e.g. tire abrasion) or are released 
from them. For exposed humans, the lungs are the main entry point for NP into the body through 
their direct connection to the environment. 300 million alveoli provide a 140 m² surface for environ-
mental pollutants to attack. Their mucocilliary elevator protects conductive sections. In contrast, 
alveoli, with their blood-air barrier and thus low epithelial thickness (about 0.5 µm), represent a less 
protected section of the lung. In addition, the smaller the particles are, the deeper they can pene-
trate the lung. The absorption and translocation of inhaled NP depends on the NP properties, such as 
their geometry, surface charge or the functionalization of their surface. If small NP penetrate into the 
alveolar space, NP can be removed via macrophage - mediated clearance or can overcome the res-
piratory epithelium, enter the bloodstream and accumulate in secondary organs such as the liver, 
kidney or spleen. The consequences of NP inhalation include an increased production of reactive 
oxygen species (ROS) by stressed cells, which can lead to acute to chronic inflammatory processes. 
This ROS exposure leads to DNA/protein and lipid damage, the accumulation of which may culminate 
in necrotic cell death, cell cycle arrest, fibrosis and carcinogenesis. In the present study TiO2 NP, TiZr 
mixed oxide NP and surface functionalized ZrO2 and SrCO3 NP were investigated. The listed NPs show 
an omnipresence in everyday life due to their manifold applications. Therefore a comprehensive risk 
analysis of the resulting potential hazards is essential. The present work serves to improve the data 
situation of the listed NPs regarding their biokinetic behaviour and the resulting human toxic effects. 
This behaviour is decisive for the mechanisms of action, determines thresholds of action and shapes 
dose-effect relationships of NPs. Underlying physicochemical NP properties, such as size, surface 
charge, and solubility, release of reactive ions as well as surface modification, chemical formulation 




ments. They determine the cellular NP uptake, accumulation, retention or exocytosis. A particular 
challenge is the quantification of the intracellular effective NP dose, which is why the entire causality 
chain of "NP exposure - intracellular (toxicologically relevant) dose - toxic cell response" was mean-
ingfully substantiated here. For the quantification of the toxicologically relevant NP dose at the single 
cell level, ion beam microscopy (IBM) as a label-free and non-destructive, high-resolution imaging 
method with a sensitivity in the ppm range is perfectly suited. Due to the high penetration depth of 
the proton beam, biological cell and tissue samples can be completely irradiated, resulting in this 
gain in information at the single cell level. In the present work a combination of micro particle in-
duced X-ray emission (µPIXE) spectroscopy and micro Rutherford backscatter spectroscopy (µRBS) 
was used for reproducible elemental quantification with low detection and quantification limits. This 
allows additionally a 3D analysis of NP distribution patterns and NP induced effects qualitatively and 
quantitatively in contaminated lung tissue as well as in in vitro cell models. IBM was used to elucidate 
biokinetic processes such as intrapulmonary accumulation, retention and clearance of TiO2, TiZr, ZrO2 
and SrCO3 NP. An extended analysis of element - NP - colocalizations and NP - induced element redis-
tributions gives evidence for homeostasis disturbances, NP interactions with biomolecules or subcel-
lular structures in the respiratory system. Confocal Raman Microspectroscopy (CRM) as a non-
invasive, highly sensitive and spatially resolved 3D imaging technique was used to visualize, identify 
and quantify the NPs on the basis of their specific Raman profiles at subcellular level. Simultaneously, 
CRM - based NP - induced biochemical changes, dynamic and kinetic processes as well as intracellular 
NP processing were correlated with their translocation on organ and cell level. Finally, based on the 
in vivo data, suitable cell models were used to optimize and validate in vitro test procedures, to spec-
ify dose windows and to improve the predictivity of in vitro test models. For in vivo analyses lung 
tissue 3 and 21 days after intratracheal instillation of Wistar rats was available with 4.8 mg/lung 
SrCO3 (hydrophilic), 1.2 mg/lung ZrO2 (acrylic vs. trioxadecanic acid - TODS) and 0.6 mg/lung TiO2 or 
TiZr. 3 days after instillation with SrCO3 NP, the loading of the luminal AM was significantly strongest 
in comparison to the other compartments investigated, with approx. 87.5 % of the total NP amount. 
Smaller amounts of approx. 11 % and 1.5 % of the total detected Sr amount were found in alveolar 
septa and bronchial regions, respectively. 21 days after instillation, hardly any Sr was detected, sug-
gesting an efficient macrophage-mediated clearance of SrCO3 NP from the lungs of exposed rats. The 
efficient clearance is most likely due to the degradation of SrCO3 NP, which is also mediated by mac-
rophages. Since the solubility of NP and the associated release of reactive ions from the NP formula-
tion can be decisive for the cytotoxicity, uptake and solubility kinetics of surface-modified SrCO3 NP 
were investigated in vitro. The intracellular disintegration of the NP structure was visualized and 
characterized in vital cell models for AM and type II pneumocytes using CRM-based real-time moni-




based real-time monitoring. An association of the applied SrCO3 NP to the cell membranes with sub-
sequent translocation into the cytoplasm of the cell was observed. Intracellularly localized NP lost 
their Raman signal after a short time. A verification of the intracellular disintegration of the NP struc-
ture was realized by establishing a cell-free CRM - based platform for the investigation of NP solubili-
ty and its kinetics. The pH-dependent loss of the highly specific Raman signal in the cell-free system 
as well as in living cells demonstrates the loss of structural integrity of these NP species. SrCO3 NP 
with hydrophobic surface functionalization show a faster disintegration.  
TiO2 NP lead to a strong NP loading of the alveolar septa 3 days after instillation. About 14 % 
of the total titan was detected in AM, 32 % in alveolar septa, 1 % in bronchia and about 53 % (with 
high dispersion) in pulmonary blood vessels. The mixed oxide NP, consisting of 90 % TiO2 and 10 % 
ZrO2, is deposited 3 days after instillation to 44 % in AS, 48 % in AM, 3 % in pulmonary blood vessels 
and 5 % in bronchial structures. The high exposure of AS to both Ti-based NP species indicates im-
paired and thus inefficient AM-mediated phagocytosis, leading to intrapulmonary NP retention and 
accumulation. Overloaded AM may collapse and release its content again. This cycle of overcharging 
and collapse promotes the development of inflammatory processes through oxidative stress. Oxida-
tive stress in the cells of the respiratory epithelium due to the influence of TiO2 can be promoted 
phase-dependently by an accumulation of the rutile TiO2 NP on mitochondria. This specific transloca-
tion behaviour of TiO2 NP with mainly rutile structure was detected in A549 cells using CRM and may 
well represent the mechanism of action of this NP species. TiO2 - or TiZr - induced ROS production up 
to oxidative stress can lead to fibrosis, foreign body granulomas and even severe cardiovascular 
damage. The mechanism of action of the mixed oxide NP TiZr is the formation of Ti - rich and Zr - rich 
areas in the lung and in exposed AM in vitro, suggesting element separation by intracellular pro-
cessing of these NPs into AM.  
Surface modified ZrO2 NP are internalized by AM to 87% (acrylic) and 92% (TODS) three days 
after intratracheal instillation of 1.2 mg/lung. In contrast, 13 (acrylic) and 8 % (TODS) of NP were de-
tected in alveolar septa. Bronchioli and bronchial tubes are loaded with about 0.1% of the total de-
tected Zr. The high intrapulmonary AM load accompanied by the comparatively low Zr load of the 
alveolar septa suggests a moderate AM-dependent clearance of the NP due to the lower epithelial 
contact time. Based on the IBM - translocation analysis of the mentioned NP, it is shown that de-
pending on the NP surface, its chemical formulation and its solubility, alveolar macrophages, pneu-
mocytes type I and II as well as endothelial and bronchial cells are loaded differently. Since cell type 
also plays an important role in NP translocation, cell models were used to represent the most heavily 
loaded cell types in vivo for detailed analyses of the NP-specific mechanisms of action. NR8383 alveo-




models to correlate NP-induced toxic effects with the toxicologically relevant dose. A comparative 
observation of NP uptake in vitro shows that TiO2 NP is most strongly absorbed by AM. Hydrophobi-
cally modified SrCO3 NP are absorbed significantly more than hydrophilically modified NP in NR8383 
AM. Hydrophilically modified SrCO3 NP nevertheless show the strongest toxic effects at lowest up-
take. Conversely, TiO2 NP show no toxic effects at highest uptake. In vitro, SrCO3 NP in the NR8383 
alveolar macrophage model induces surface-dependent necrotic and apoptotic processes as well as 
extensive ROS formation, depolarization of the mitochondrial membrane, impairment of the cell 
cycle and release of proinflammatory cytokines. Trace elements for example are strictly regulated 
intracellularly and have physiologically essential cytoprotective functions. A derailment or impair-
ment of their physiological concentrations may impair or disable cytoprotective mechanisms or en-
hance them. The high solubility of SrCO3 NP can also lead to an increase in reactive surface defects, 
which may be the cause of the cytotoxic effects observed. In addition, elemental analysis in vivo and 
in vitro induced by SrCO3 exposure revealed significantly altered intracellular sulfur, zinc, iron and 
copper concentrations. SrCO3 NP cause a redistribution of intracellular calcium in A549 cells as well 
as in NR8383 AM. One reason for this could be an Sr2+ - induced disturbance of the ER, the intracellu-
lar Ca2+ storage, for example by impairment of Ca2+ transport mechanisms and Sr2+ accumulation in 
the ER. TiO2 NP significantly alter sulphur and zinc concentrations in vivo and in vitro in affected cells. 
TiZr NP - affected cells show a significantly altered iron and zinc content. Although TiO2 NP in A549 
cells show a strong co-localization with mitochondria, neither TiO2 nor TiZr NP cause cytotoxic effects 
in the selected cell models. Nevertheless, the attachment to mitochondrial membranes represents a 
potential mechanism of action. ZrO2 NP loaded cells and lung compartments show significantly al-
tered sulphur, iron, copper and zinc concentrations, but cytotoxic effects were observed in the mac-
rophage model only due to the influence of acrylated ZrO2 NP. Furthermore, acrylated ZrO2 NP show 
a more pronounced co - localization behavior than TODS - modified ZrO2 NP. Acrylic NP, especially in 
AM, accumulate more strongly in mitochondria but also in lipid bodies. This is also reflected in their 
toxicological evaluation, because here too, acrylated ZrO2 NP showed stronger effects than TODS-
modified ZrO2 NP. Finally, the data from in vivo and in vitro studies were correlated in order to devel-
op a model to specify the dose window for in vitro tests. The aim is to optimize and validate in vitro 
test strategies to increase their predictivity. The comparison of all data collected here shows that the 
NR8383 alveolar macrophage model is a stable model for elucidating NP-induced mechanisms of 






AM     Alveolarmakrophagen 
AS     Alveolarsepten 
AT     alveolar type, engl. für Pneumozyten Typ  
AUC Area under the Curve, engl. für Fläche unter der Kurve der 
Plasmakonzentration 
AV     Annexin V-FITC 
BAL     Bronchoalveoläre Lavage 
BALT bronchus - associated lymphoid tissue, engl. für Bronchus - 
assoziiertes lymphatisches Gewebe 
BSA     bovine serum albumine, engl. für Rinderserumalbumin 
CaF2     Calciumfluorid 
CRM     Konfokale Raman Mikrospektroskopie 
     (engl.: confocal Raman microspectroscopy) 
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KM     Kulturmedium 
LB     lipid bodies, engl. für Lipidkörperchen 
NGTX     NanoGenoTox (Dispersionsprotokoll NANoREG) 
NTA     Nanoparticle Tracking Analysis 





NOAL     no observed adverse effect level 
NP     Nanopartikel 
OF     Oberfläche 
PAH     Poly-Allylamin-Hydrochlorid 
PBS     phosphate buffered saline, engl. für Phosphat-gepufferte  
Salzlösung 
PenStrep    Penicillin Streptomycin 
PDADMAC    Polydiallyldimethyl-ammoniumchlorid 
PDGF platelet-derived growth factor, engl. für Plättchen - abgeleite-
ter Wachstumsfaktor 
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PGA     poly glycolic acid, engl. für Polyglykolsäure 
PI     Propidiumiodid 
p.I.     post Instillation 
PGE     Prostaglandin 
PK     Positivkontrolle 
PMN     polymorphonuclear leukocytes, engl. für polymorphker- 
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ppm     parts per million, engl. für Teile pro Million 
PS     Phosphatidylserin 
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RNA     ribonucleic acid, engl. für Ribonukleinsäure 
ROI     region of interest, engl. für interessante Region  
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SSC     Side Scatter, engl. für Seitwärtsstreulicht 
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TE     Trypsin/EDTA 
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1.1 Warum Nanopartikel? 
Warum sollten Nanopartikel (NP) ebenso wie Chemikalien hinsichtlich ihrer öko – bzw. hu-
mantoxikologischen Effekte charakterisiert und kategorisiert werden? NP haben aufgrund ihrer ge-
ringeren Größe außergewöhnliche physikochemische Eigenschaften, welche diese besonders für 
medizinische und industrielle Anwendungen fortwährend interessanter macht. 
1.1.1 Definition und Eigenschaften 
NP definieren sich als Partikel mit mindestens einer Dimension unter 100 nma, wodurch diese 
neuartige Eigenschaften erhalten, welche sie nicht mit ihren Bulkmaterialien teilen5. Zu Nanoma-
terialien (NM) zählen auch Röhrchen, Plättchen und Fasern. Fasern werden als NM eingestuft, sofern 
diese in zwei Dimensionen unter 100 nm sinda,6. Der Grenzwert von 100 nm kommt daher, dass sich 
unterhalb dieser Länge bzw. Größe neuartige Eigenschaften entwickeln können7. Abbildung 1 zeigt 
eine Einordnung der Größendimensionen von NP.  
 
Abbildung 1: Größeneinordnung von NP. modifiziert nach 8 
 
Nanoskalige Materialien können zum einen natürlich vorkommen und beispielsweise durch 
Verbrennungsprozesse, wie z.B. Lagerfeuer, oder auch durch vulkanische Aktivitäten oder in Mine-
ralquellen entstehen9. Die Entwicklung und Optimierung anthropogener Nanomaterialen wird fort-
während vorangetrieben. Grund dafür sind ihre unikalen Eigenschaften verglichen mit den Eigen-
schaften des jeweiligen Bulkmaterials. Diese neuartigen Eigenschaften eröffnen immer neue Anwen-
dungsgebietea. Zu den neuartigen, herausragenden physikochemischen Eigenschaften gehören das 




wie niedrigere Schmelzpunkte, eine höhere Absorption, Fluoreszenz-Blauverschiebung, Superpara-
magnetismus, um nur einige zu benennen. Aus diesen resultieren eine erhöhte katalytische Aktivität, 
veränderte optische und elektronische sowie mechanische Eigenschaften wie Härte, Steifigkeit oder 
Löslichkeit10,11. All diese Eigenschaften erklären die zahlreichen Anwendungen als UV-Filter (ZnO, 
TiO2), Farben und Beschichtungen (TiO2, Fe2O3), Katalysatoren (CeO2, Al2O3), Solarzellen (ZnO, CeO2) 
sowie Diagnostik und Therapie (Liposomen, Nanoemulsionen, Fe2O3, Au)m. Je nach Eigenschaften der 
NP variiert ihr Verhalten in biologischen Systemen12-15,16. 
1.1.2 Nutzen und Gefahren der Nanotechnologie 
In den einzigartigen Eigenschaften von NP liegen ihre Anwendungsgebiete begründet. Aufgrund der 
steigenden Nachfrage nach intelligenten Materialien und Werkstoffen in Textil-, Chemie-, Automobil 
- oder Lebensmittelindustrie erhöht sich folglich die Produktion, um ein ausreichendes Angebot zu 
schaffen. Diese rasante wirtschaftliche und industrielle Entwicklung führt zur schnellen Optimierung 
technologischer Syntheseprozesse, um Produktionsmengen von Nanoformulierungen zu steigern und 
zu verbessern bzw. effizient zu verändern um die steigende Nachfrage abdecken zu können. Dieses 
starke Wachstum der Nanotechnologie birgt nicht nur Vorteile durch optimal funktionalisierte Pro-
dukte, sondern auch Risiken für Umwelt und Mensch, vom exponierten Arbeiter bis hin zum Ver-
braucher. Nanostrukturierte Materialien haben eine Schlüsselrolle für die Technologien der Zukunft. 
Ein Paradebeispiel ist hier Verwendung von AgNPs als Beschichtung für Katheter, orthopädische Im-
plantate oder Wundauflagen, was sich durch ihre antibakteriellen Eigenschaften begründet17. NP sind 
heute allgegenwärtig in der Automobil-, Luft- und Raumfahrtindustrie, sowie in der Bio-, Chemie- und 
Umwelttechnologie, in der Optik, Elektronik- und Kommunikationsindustrie, in der pharmazeutischen 
Entwicklung, in der Medizin und allen voran in Alltagprodukten wie Textilien, Kosmetika oder auch 
Lebensmitteln18. In Abbildung 2 ist beispielhaft dargestellt, wie viele NM - haltige Verbraucherpro-
dukte bereits 2009 auf dem Markt NM waren. Bis 2021 wird ein weltweiter Umsatz von über 





Abbildung 2: Produktkategorien, welche NM enthalten. Hier gezeigt sind gesamt 800 Produkte. Übersicht aus 2009, modi-
fiziert nach 19 
 
Im Folgenden sollen einige der zahlreichen Anwendungen der in der vorliegenden Arbeit un-
tersuchten NP kurz zusammenfasst werden. 
TiO2 NP beispielsweise haben durch ihre mannigfaltigen Eigenschaften unzählige Anwen-
dungsmöglichkeiten vom Photokatalysator bis zur Zahncreme. Beispielsweise sind TiO2 NP im Gegen-
satz zu pigmetärem TiO2 transparent. Diese Eigenschaft erhöht das industrielle Interesse an nano-
TiO2 zur Herstellung und Optimierung optoelektronischer Geräte. Denn nano-TiO2 ist kostengünstig, 
gut prozessierbar und hochtransparent. Diese Eigenschaften zusammen mit seinem hohen Bre-
chungsindex (anatase: n = 2.45, rutil: n = 2.7) und seinem niedrigen Absorptionskoeffizienten prädes-
tinieren es für Anwendungen in optischen Filtern, Linsen, Reflektoren usw. und haben das industriel-
le Interesse an nanoskaligem TiO2 in die Höhe getrieben20. Aufgrund ihrer unikalen Eigenschaften und 
Vorzüge werden TiO2 NP in Tonnagen von bis zu 100.000 t/Jahr (China, Menge einer einzigen Produk-
tionsanlage, 2018) hergestellt21. Der technologische Fortschritt führt zur steten Optimierung indus-
trieller Synthesemöglichkeiten. Die dadurch stetig steigende Produktion von nano-TiO2 wirft Fragen 
zu adversen gesundheitlichen Effekten besonders im Bereich der arbeitsbezogenen Exposition auf, da 
Personen, welche an Produktion und Verarbeitungsprozessen beteiligt sind dementsprechend höhe-
ren Konzentrationen ausgesetzt sind als der Endverbraucher21. Zusätzlich wird nano-TiO2 verwendet 
um Farben, Kosmetika oder auch Lebensmittel weißer zu machen oder aufzuhellen. Beispielsweise 
sind Verbraucher nano-TiO2 als Lebensmittelzusatzstoff E171 beispielsweise in zuckerhaltigen Über-
zügen von Süßigkeiten und Kaugummis ausgesetzt22. Die tägliche Exposition des Verbrauchers liegt 
bei ca. 0,2 – 0,7 (USA) bzw. 1 mgTiO2/kg Körpergewicht (UK). Aufgrund ihres geringeren Körperge-
wichts und der erhöhten Aufnahme an Süßigkeiten liegt die tägliche TiO2 Zufuhr bei Kindern bei ca. 
2 - 3 mg TiO2/kg Körpergewicht, damit jedoch laut EFSA (European Food Safety Authority, 2016) wei-
terhin unterhalb des NOAEL (engl.: no observed adverse effect level) von 2250 mg TiO2/kg Körperge-




steht22. In den USA ist die Verwendung von nano-TiO2 durch einen Grenzwert von max. 1% festgelegt 
und durch die FDA limitiert. In der Europäischen Union (EU) gilt der Grundsatz „so wenig wie mög-
lich“ 22. Unter der Bezeichnung CI 77891 findet sich nano-TiO2 in Kosmetika wie beispielsweise Zahn-
pasta und Sonnencremes. Aufgrund verfügbarer Daten wurde nano-TiO2 in E171 als nicht gesund-
heitsgefährdend eingestuft, jedoch als „vermutlich krebserzeugend nach Inhalation“e. Inhalative Ef-
fekte betreffen überwiegend exponierte Arbeiter während Produktion und Verarbeitung. In wenigen 
Ländern wurden bisher Grenzwerte festgelegt, ein Beispiel für einen Grenzwert wäre ein Zeit – ge-
wichteter Durchschnitt von 0,3 mg/m³ nano-TiO2 in Japan21. Ein weiterer Vorschlag eines Grenzwerts 
im Arbeitsschutz ist eine Belastung von max. 0.1 mg/m³ über acht Stunden, vorgeschlagen vom Finni-
schen Institut für Arbeitsmedizin (Finnish Institute of Occupational Health, FIOH) von 201423. Toxiko-
logische Daten stammen aktuell hauptsächlich aus in vivo und in vitro Untersuchungen. Die Übertra-
gung der Daten aus in vivo und in vitro Studien auf den Menschen erfordert jedoch eine Extrapola-
tion21.  Eine herausragende Eigenschaft von TiO2 NP ist ihre photokatalytische Aktivität, welche zur 
Aufreinigung von Wasser durch den Abbau von Mikroschadstoffen und pharmakologisch aktiven 
Substanzen genutzt wird24. Jedoch führt diese Eigenschaft zu erhöhter Anwendung und folglich zu 
einem potentiell ansteigenden nanoTiO2 Eintrag in die Umwelt. Die Belastung der Umwelt mit nano-
TiO2 wird zwar als gering beschrieben, dennoch wurde beispielsweise der Eintrag von nanoTiO2 aus 
Fassadenfarben in Form von Aggregaten, teils assoziiert mit Farbbestandteilen, in aquatische Lebens-
räume nachgewiesen25. 
ZrO2 NP und ZrO2 enthaltende NP finden aktuell bereits Anwendung in der Herstellung feuer-
fester und abriebsresistenter Werkstoffe. Aufgrund ihres hohen Brechungsindex und der hohen 
Sauerstoffionenleitfähigkeit26 werden sie zur Produktion von widerstandsfähigen Heizelementen, 
Sauerstoffsensoren als auch in Katalysatoren oder Brennstoffzellen verwendet. ZrO2 NP tragen durch 
Bruch- und Schlagfestigkeit zu Materialeigenschaften wie Härte, Abtragungsresistenz, Tempera-
turunempfindlichkeit bei. Dadurch finden diese NP in der Produktion von Draht und Schneidewerk-
zeugen oder in der Automobilindustrie Anwendung. Durch ihre geringe thermische Ausdehnung und 
die geringe Wärmeleitkapazität sind sie ein ideales Material zur abschirmenden Beschichtung metal-
lischer Komponenten26, 27. Ein Hauptanwendungsgebiet von ZrO2 liegt aufgrund seiner hohen Dichte, 
Festigkeit, chemischen Stabilität und Korrosionsbeständigkeit in der Zahntechnik als Zahnersatzma-
terial27-30. Seine Halbleitereigenschaften sowie die Redoxaktivität prädestinieren ZrO2 als Katalysator. 
Weitere Anwendungsgebiete von ZrO2 NP sind Brennstoffzellen, Stickstoff- und Sauerstoffsensoren, 
Hochtemperatur-Energieumwandlungssysteme und viele mehr30. Zudem wird ZrO2 in seiner Nano-
form zur Herstellung heterometallischer Mischoxid – NP eingesetzt, um bereits vorteilhafte NP Ei-




katalytischen Aktivität von TiO2 NP zur Wasseraufbereitung durch Einsatz eines binären Katalysator-
systems zusammen mit ZrO2 NP31, 32. 
SrCO3 NP stellt ein wichtiges Material in der Keramikindustrie dar. In der Produktion von Röh-
renfernsehern hat SrCO3 eine wichtige, jedoch längst vergessene Rolle gespielt. Heute haben SrCO3 
NP neue industrielle Bedeutung erlangt, beispielsweise in der Herstellung von Ferritmagneten für 
Gleichstrommotoren sowie in der Produktion irisierenden Glases, von Pigmenten, Farben und Pyro-
technik33. Zudem wird SrCO3 als Rohmaterial verwendet, um andere Strontium – haltige Materialien 
herzustellen34. Zuletzt steht SrCO3 unter Verdacht als Photokatalysator aktiv zu sein, weshalb die 
Verwendung von SrCO3 Nanomaterialien zur Aufreinigung von Abwasser derzeit untersucht wird35, 36. 
Eine Anwendung von SrCO3 NP als Wirkstofftransportsystem wird ebenso diskutiert37. Aufgrund ihrer 
Löslichkeit wird der Einsatz von SrCO3 als Nanoträger zum zielgerichteten Wirkstofftransport in Tu-
morgewebe studiert. Qian und Kollegen synthetisierten ein Etoposid – beladenes SrCO3 NP basiertes 
Transportsystem und stellten fest, dass die Antitumorwirkung des Etoposid durch diese Formulierung 
verbessert wird und unbeladene SrCO3 NP keine toxischen Effekte in normalem Gewebe auslösen. 
Sie stellten fest, dass die Freisetzung von Etoposid aus der Formulierung in Tumorgewebe durch des-
sen niedrigeren extrazellulären pH-Wert von ca. 6.8 verstärkt wird37. Zudem wird stabiles Strontium 
in Form des Arzneimittels Strontiumranelat bereits in der Osteoporose - Therapie als Mittel der Wahl 
eingesetzt. Strontiumranelat liegt hier zwar nicht in Nanoform vor, jedoch wird seine atomare Ähn-
lichkeit zu Calcium, beides Alkalimetalle der zweiten Hauptgruppe, ausgenutzt, um Knochenabbau zu 
hemmen und Knochenaufbau zu unterstützenf,38. 
Zusätzlich zu den oben angeführten Expositions- und Gefahrenszenarios, spielt die aktive Ap-
plikation von NP in den menschlichen Organismus im Rahmen eines zielgerichteten Wirkstofftrans-
ports bzw. einer Freisetzung eine stetig an Bedeutung gewinnende Rolle. Die pharmazeutische Ent-
wicklung zielgerichteter steuerbarer Wirkstofffreisetzungssysteme zieht zur Erfüllung dieser Aufgabe 
auch nanostrukturierte Systeme in Betracht, bei welchen NP als Transportcontainer fungieren kön-
nen39, 40 oder der Wirkstoff selbst als NP Formulierung39, 41-43 appliziert wird. Die Nanotechnologie soll 
hier einen Fortschritt in der Reduktion von Nebenwirkungen, der Maximierung der Sicherheit und 
Biokompatibilität sowie eine schnelle Adaptation und Entwicklung neuer Arzneiformen ermöglichen. 
So finden NP beispielsweise als Systeme zum Wirkstofftransport, aber auch zur in vitro Diagnostik, 
der medizinischen Bildgebung oder in der Gentherapie Anwendung44. Wie bereits für etablierte Wirk-
stoffe angewendet, sind Applikationsformen wie Injektionen (intravenös, -muskulär, subkutan usw.), 
orale Gabe oder lokale Anwendungen denkbar18. Derzeit wird die Anwendung bioabbaubarer NP 
diskutiert. Denkbar ist auch die Verwendung biopersistenter NP, sofern eine schnelle vollständige 




1.2 Expositionswege bei Menschen: vom Organ zur Zelle 
Aufgrund der Omnipräsenz von Nanomaterialien im alltäglichen Leben, die sowohl Verbrau-
cher als auch den exponierten Arbeiter und die Umwelt erreichen, ist eine Analyse der daraus resul-
tierenden potentiellen Gefahren unerlässlich. In den folgenden Kapiteln wird erläutert auf welchen 
Wegen NP in den menschlichen Körper gelangen können und sich dort verteilen.  
1.2.1 Eintrittswege der Nanopartikel in den Körper 
NP können auf verschiedenste Arten in den menschlichen Körper aufgenommen werden. 
Abhängig beispielsweise vom Produkt, der Art, Dauer und Ausmaß der Exposition sowie dem umge-
benden Lebensraum kann die Auf-
nahmeroute variieren. Abbildung 3 
zeigt, das NP nach oraler Aufnahme 
über die Schleimhaut des Gastroin-
testinaltraktes (GIT) aufgenommen 
werden können. Der menschliche 
GIT hat eine ca. 200 m² große Ober-
fläche, welche durch eine Schleim-
schicht geschützt wird, die wiede-
rum selektiv Abbau und Aufnahme 
von Nährstoffen wie Kohlehydraten, 
Fetten und Eiweißen unterstützt. In 
industriell gefertigten Lebensmitteln 
enthaltene NP können über die täg-
liche Nahrungsaufnahme in den GIT 
gelangen und dort mit dem Mikrobiom oder der Schleimhaut des GIT interagieren und schlussendlich 
Stoffwechselprozesse und Immunsystem des betroffenen Individuums beeinflussen. Inhalierte NP 
können abgehustet und abgeschluckt werden und im GIT angelangt auf die gleiche Weise Einfluss 
nehmen46, 47. Zuletzt können NP endozytotisch von den Epithelzellen des GIT aufgenommen transpor-
tiert werden. Wenn dies passiert, können die aufgenommenen NP leicht in das Pfortadersystem ge-
langen48. Ebenso ist denkbar, dass sich NP aus Endoprothesen durch chemische Auflösung oder Ab-
nutzung sowie in Synergie dieser Effekte49 abscheiden und das umliegende Gewebe schädigen50. 
Weiterhin ist eine Aufnahme über die Haut denkbar. Die menschliche Haut ist ein multifunktionales 
Organ und dient der Pathogenabwehr, dem Schutz vor Strahlung und Chemikalien und ist an der 
Aufrechterhaltung von Körpertemperatur und immunologischen Prozessen beteiligt. Da Sonnen-





cremes zum Schutz der Haut vor UV – Strahlung TiO2, ZnO und Ag NP enthalten51, ist zunächst denk-
bar, dass diese durch die Hautbarriere penetrieren. Es wurde nachgewiesen, dass NP kleiner 4 nm im 
Durchmesser die intakte Haut und NP bis 45 nm im Durchmesser geschädigte Haut penetrieren kön-
nen52. Auch die Penetration über Haarfolikel53 wurde untersucht und ebenso als größenabhängig 
beschrieben46. Zudem spielt die aktive Applikation von NP in den menschlichen Organismus im Rah-
men eines zielgerichteten Wirkstofftransports bzw. –Freisetzung eine stetig an Bedeutung gewin-
nende Rolle. So finden NM als Transportgefäße39, 40, oder nanostrukturierte Wirkstoffe39, 41-43 oder in 
vitro Diagnostika sowie zur Unterstützung der Bildgebung oder während einer Gentherapie ihren 
Weg in den menschlichen Körper44. Applikationsformen sind Injektionen (intravenös, -muskulär, sub-
kutan usw.), orale Gabe oder lokale Anwendungen18. Derzeit wird die Anwendung bioabbaubarer NP 
diskutiert. Denkbar ist auch die Verwendung biopersistenter NP, sofern eine schnelle vollständige 
Elimination gewährleistet ist45. Da die Lunge durch ihre direkte Verbindung zur Umwelt als Hauptein-
trittspforte für NP in den menschlichen Körper6, 54 gilt, wird ihr Aufbau sowie ihre Rolle bei der inhala-
tiven NP Exposition in den folgenden Kapiteln erläutert. 
1.2.2 Das respiratorische System als Haupteintrittspforte für Nanopartikel  
Aufgrund der immensen Kontaktfläche des menschlichen Respirationstraktes ist die Inhala-
tion von Umweltantigenen, Schadstoffen sowie Nanomaterialien mit einem hohen Gesundheitsrisiko 
behaftet. Da in der vorliegenden Arbeit biologische Effekte inhalierter NP im respiratorischen System 
untersucht wurden, wird die Lunge und die Deposition von NP in diesem Kapitel im Detail erörtert. 
Aufbau und Funktion des humanen Respirationstraktes 
Der menschliche Respirationstrakt besteht aus den oberen und den unteren Atemwegen. Die 
oberen Atemwege, welche Nasenhöhle, Mundraum und Rachen umfasst, transportieren die Atemluft 
mit gleichzeitiger Erwärmung und Befeuchtung. Nasenhaare und Flimmerhärchen reinigen die Atem-
luft von Staub und Schmutzpartikeln. Daran schließen sich die unteren Atemwege an. Beginnend mit 
dem Kehlkopf, dessen Deckel das Einatmen von Speiseresten verhindert, schließt sich daran die 
Trachea an. Wie in Abbildung 4 dargestellt, sind sich Trachea und Bronchien in ihrem Aufbau ähnlich. 
Die Tunica fibromusculocartilaginea enthält hyalinen Knorpel mit Perichondrium, Kollagenfasern und 
glatte Muskulatur. In dieser Gewebeschicht sind die Wurzeln der Bronchialdrüsen zu finden. Nach 
innen anschließend folgt die Tunica mucosa, welche sich aus der Lamina propria zwischen dieser und 
der T. fibromusculocartilaginea sowie der Schleimhaut mit respiratorischem Flimmerepithel zusam-
mensetzt. Das respiratorische Flimmerepithel wiederum besitzt bewimperte Epithelzellen, welche 
durch tight junctions fest miteinander verbunden sind und Becherzellen, welche Mukus und 




Trachea und Bronchien durch eine weniger stark ausgeprägte T. fibromusculocartilaginea, welche 
keine Knorpelspangen enthält. Die T. mucosa ist ebenfalls zarter und dünner. Diese Abschnitte des 
Respirationssystems werden funktionell auch als konduktive Abschnitte bezeichnet. 
 
Abbildung 4: Aufbau der Lunge. Zellulärer Aufbau der oberen und unteren Atemwege, aus 13 
 
Die Endstrecke dieser konduktiven Abschnitte bilden dann die Bronchioli terminales. Aus die-
sen gehen mehrere Generationen von respiratorischen Bronchiolen hervor, welche den Beginn der 
respiratorischen Abschnitte darstellen. Daran wiederum schließen sich Alveolargänge an, welche in 
den Alveolen, den Lungenbläschen, enden. Die Alveolen bestehen aus Epithelzellen, den Pneumozy-
ten vom Typ I und Typ II. AT I (AT: alveolar type) Pneumozyten bilden die Blut – Luft – Schranke, wel-
che den Gasaustausch zwischen Körper und Umwelt ermöglicht13. Sie besitzen gasdurchlässige, lang-
gestreckte, extrem dünne Zellkörper, welche eine große Flächenausdehnung aufweisen, wodurch 
dieser Zelltyp 95 % der Gesamtfläche der Alveolarsepten auskleidet13, 55, 56. Aus diesem Grund sind 
Alveolarsepten stark vaskularisiert, um eine effiziente Aufnahme von Sauerstoff bei gleichzeitiger 
Abgabe von CO2 zu gewährleisten. AT II Pneumozyten sind größer und haben eine kubische Zellmor-
phologie13, sind zudem häufig an Verknüpfungspunkten zwischen mehreren Alveolen lokalisiert. Die 
Produktion und Sekretion des Lungensurfaktanten sowie die Regeneration des respiratorischen 
Epithels nach Verletzung oder Schädigung sind fundamentale Aufgaben der AT II Pneumozyten. Sie 
spielen aber auch eine wichtige Rolle im Metabolismus von Xenobiotoka57, der Abwehr von Pathoge-
nen13 und bei der Regulation transepithelialer Wasserbewegungen58. Das Alveolarepithel ist zudem 
durch tight junctions zum Lumen der Alveolen hin fest abgeschlossen13. Wie bereits erwähnt produ-
zieren AT II Pneumozyten das Lungensurfaktant, speichern dies intrazellulär in Lamellarkörperchen 




gende Rolle in der Regulation der Oberflächenspannung der Alveolen in Relation zu ihrer Größe, was 
ein Kollabieren der Alveolen verhindert56. Zusätzlich wird dem Lungensurfaktanten eine Rolle bei der 
Clearance inhalierter Partikel sowie der Prävention der Transsudation interstitieller Flüssigkeit in den 
Alveolus zugeschrieben57. Der Lungensurfaktant besteht zu 90 % aus Lipiden, wovon 80 – 90 % Phos-
pholipide sind, allen voran das stark gesättigte Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC). Die übrigen 
10 % sind Proteine, mit einem hochvariablen Anteil an Serumproteinen und vier Apoproteinen, den 
Surfaktantprotein (SP)-A, -B, -C und –D. Diese Proteine spielen eine wichtige Rolle für die Transfor-
mation des Materials aus den Lamellarkörperchen zu tubulärem Myelin nach dessen Sekretion in die 
wässrige Hypophase. Die schnelle Ausbildung tubulären Myelins dient wiederum der schnellen Aus-
breitung des Lungensurfaktanten57. 
Resorption, Biodistribution und Eliminierung inhalierter Nanopartikel 
Der gesamte Aufbau des menschlichen Respirationstraktes erstreckt sich über 2300 km 
Atemwege und 300 Millionen Alveolen und bietet damit eine 140 m² große Angriffsfläche für Um-
weltschadstoffe. Die konduktiven Abschnitte des Systems werden durch die mukozilliäre Clearance 
geschützt, welche das Bronchialepithel von Staub und Schmutzpartikeln bereinigt. Durch seinen cha-
rakteristischen Aufbau aus Epithelzellen verbunden durch Tight Junctions, Desmosomen und Zonula 
adherens stellen die bronchialen Bereiche ein für NP besonders schlecht zugängliches Lungenkom-
partiment dar. Eine weitere Besonderheit der Epithelzellen sind ihre apikalen Zilien. Zusätzlich ist das 
Epithel von einer dicken Mukusschicht überzogen. Der Zilienschlag ist dann in der Lage im Mukus 
abgelagerte Partikel und Schmutz aufwärts aus der Lunge heraus zu transportieren. Dies wird muko-
zilliäre Clearance genannt13, 16. Diese mukozilliären Reinigung stellt eine widerstandfähige Barriere 
dar. Die Alveolen mit ihrem intensiven Blut – Luft – Kontakt stellen eine weniger starke Barriere dar. 
Da die Diffusionsstrecke für O2 und CO2 aus Gründen der Effizienz möglichst kurz sein muss, beträgt 
die Distanz vom Lumen der Alveolen bis in pulmonale Kapillaren lediglich ca. 0,5 µm. Dieser Umstand 
macht die Lunge zu einem extrem leicht angreifbaren Organ für externe Einflüsse16, 54. Aufgrund der 
gesellschaftlichen sowie industriell – wirtschaftlichen Entwicklung in den letzten Jahrzenten und der 
damit einhergehenden stark vorangeschrittenen Schadstoffbelastung der Umwelt beschäftigt sich die 
Inhalationstoxikologie schon seit geraumer Zeit mit dem Penetrationsverhalten von Partikeln und 
Fasern im respiratorischen System. Hierbei ist ein Zusammenhang zwischen der Größenverteilung 
der NP und ihrer Eindringtiefe in den menschlichen Respirationstrakt gegeben14. Größere kugelför-
mige feste Partikel mit einem Durchmesser zwischen 5 und 30 µm werden bereits im Nasen - und 
Rachenraum abgefangen. Kleinere Partikel mit Durchmessern unter 5 µm bis hin zu 1 µm können in 
tracheobronchiale Bereiche vordringen und sich dort ablagern, wobei 3 – 5 µm kleine Partikel in die 




ren können. Ultrafeine Partikel mit einem aerodynamischen Durchmesser unter 1 µm sind in der 
Lage mithilfe von Schwerkraft und Brown´scher Molekularbewegung bis in alveolare Bereiche zu 
penetrieren und sich dort abzulagern16, 46. Die Penetration von Fasern, welche aus Festmaterial mit 
einem Länge:Durchmesser Verhältnis von 3:1 bestehen, hängt von deren aerodynamischen Eigen-
schaften ab. Auch hier gilt, je kleiner der Durchmesser, desto tiefer können die Fasern in die Atem-
wege eindringen16. Sind die ultrafeinen Partikel einmal in die Alveolen der unteren Atemwege pene-
triert, können diese auf verschiedene Arten mit den intraseptalen Strukturen interferieren.    
In Abbildung 5 ist schematisch dargestellt, wie inhalierte NP innerhalb des respiratorischen 
Systems translozieren und auf ihrem Weg in die Alveolen beispielsweise bereits mit bronchialem 
Epithel interagieren, bei Penetration der Blut – Luft – Schranke oder über das lymphatische System in 
sekundäre Organe verteilt oder eliminiert werden können.  
 
Abbildung 5: Translokation inhalierter NP (A) im Alveolarseptum59 und (B) im menschlichen Körper60. 
 
In Alveolarsepten abgelagerte NP können zunächst mit dem Lungensurfaktanten in Kontakt 
kommen. Unabhängig von der Natur der NP werden diese in den Lungensurfaktanten eingetaucht61. 
Die Bereinigung der Alveolen von Staub und Schadstoffen, kann in den unteren Atemwegen nicht 
länger durch mukozilliäre Clearance gewährleistet werden, hier werden Fremdkörper und Partikel 
von Alveolarmakrophagen (AM) phagozytiert. In der Lunge werden vier AM Typen hinsichtlich ihres 
spezifischen Phänotyps unterschieden: Pleura Makrophagen, intravaskuläre Makrophagen, interstiti-
elle und Oberflächenmakrophagen (Atemwege und Alveolen), wobei Oberflächenmakrophagen eine 
tragende Rolle bei Aufnahme und Clearance inhalierter Partikel innehaben. Letztere, auch luminalen 
Makrophagen genannt, stellen die erste Instanz in der Abwehr externer Einflüsse und Schadstoffe 




zwischen dem Lungensurfaktanten und den Alveolarsepten. Sie sind größer als die übrigen AM Ty-
pen, heterogener und granularer durch die höhere Anzahl an Lysosomen. Sie zeichnen sich durch 
eine hohe chemotaktische und phagozytotische Aktivität sowie eine ausgeprägte Zytotoxizität ge-
genüber Tumorzellen aus, bilden verstärkt reaktive Sauerstoffspezies (ROS), NO und setzen Prostag-
landine (PGE), Tumornekrosefaktor (TNF)-α und Interferon (IFN)-γ frei62. Pro Alveole sind abhängig 
von der Spezies 1,4 (Nagetiere)63 bzw. 12,4 (Mensch)64 Makrophagen zu finden, deren Größe signifi-
kant von der spezies - bedingten Körpergröße des Individuums abhängt62. Die Aufnahme inhalierter 
NP durch AM ist stark abhängig von den NP Eigenschaften wie deren Geometrie, ihrer Oberflä-
chenladung und der Funktionalisierung ihrer Oberfläche. Beispielsweise werden NP mit positiver 
Oberflächenladung bevorzugter aufgenommen als neutrale oder negativ geladene NP12. Es wird dis-
kutiert und als eine These in Betracht gezogen, ob die Internalisierung inhalierter NP Spezies durch 
AM verstärkt durch sogenannte Scavenger - Rezeptoren auf der Zelloberfläche der AM induziert 
wird65-68. Exakte Mechanismen einer zellulären NP Aufnahme sind nicht vollständig geklärt, aber es 
werden sowohl aktive Prozesse (Endozytose) wie auch passive Prozesse (Diffusion) diskutiert69. NP 
stehen im Gegensatz zu beispielsweise Mikropartikeln unter Verdacht die epitheliale Barriere leichter 
zu überwinden und in das Interstitium bzw. die Blutbahn vorzudringen62. NP, welche nicht durch AM 
eliminiert wurden, können in AT II und AT I Pneumozyten translozieren. Die Translokation von NP in 
AT I Pneumozyten stellt hierbei ein besonderes Risiko dar, da diese wie bereits beschrieben die ext-
rem dünne Blut – Luft – Schranke bilden. Da diese Barriere weniger als 1 µm dünn ist, ist es den be-
reits in AT I Zellen translozierten NP leicht möglich in pulmonale Blutgefäße überzutreten und nach-
folgend in sekundäre Organe vorzudringen. Neutrale und anionische NP kleiner als ca. 34 nm binden 
im Blut nicht an Serumproteine und es wird beschrieben, dass diese in etwa 30 min lokale Lymphkno-
ten erreichen. NP größer 34 nm bleiben vorerst in der Lunge zurück60. Wenn inhalierte NP erst im 
Blut durch den Körper zirkulieren, sind sie in der Lage sich in sekundären Organen zu akkumulieren. 
Allen voran sind hier Leber, Niere und Milz zu nennen, welche die oberste Instanz des Fremdstoffme-
tabolismus und der Elimination von Xenobiotika sind. Aus Leber und Niere besteht die Möglichkeit 
der renalen bzw. hepatischen Ausscheidung der NP. Bei Clearance und Akkumulation, wie bereits für 
die Internalisierung von NP beschrieben, spielen ihre Eigenschaften eine tragende Rolle. NP < 15 nm 
werden schnell aus der Lunge ausgeschleust und renal eliminiert. NP mit einem Durchmesser zwi-
schen 15 und 40 nm werden bereits verstärkt biliär eliminiert. NP > 40 nm bergen das Risiko der Ak-
kumulation in der Lunge oder sekundären Organen. Auch ihre Morphologie, Oberflächenladung, 
Funktionalisierung sowie ihre Grundbausteine (metallisch vs. organisch, usw.) beeinflussen die Bio-
distribution und Elimination12. So ist es möglich, dass NP abhängig von ihren Eigenschaften gegebe-
nenfalls auch weitere Barrieren (Blut-Hirn-Schranke, Blut-Plazenta-Schranke) des menschlichen Kör-




Die biokinetischen Prozesse wie Translokationsverhalten, Resorption, Biodistribution und Elimination 
von NP im menschlichen Körper sind demnach stark abhängig von der Art und Dauer der Exposition 
sowie den NP Eigenschaften und zusätzlichen Oberflächenmodifikationen oder –
Funktionalisierungen71. In Kapitel 1.3 werden toxikologische Studien zu NP zusammenfassend darge-
stellt und die Oberflächenabhängigkeit NP – induzierter Translokationen / Verhaltensweisen noch 
einmal im Detail aufgegriffen. 
1.2.3 Zelluläre Aufnahmemechanismen und intrazelluläre Prozessierung von NP 
In Alveolarsepten deponierte bzw. akkumulierte NP können mit verschiedenen Zelltypen in 
Kontakt kommen und von diesen internalisiert werden. Mechanismen der NP Internalisierung sowie 
der anschließenden intrazellulären Prozessierung werden hier erläutert.  
 
Abbildung 6: Mechanismen der NP Internalisierung. modifiziert nach72 
 
Verschiedene Mechanismen kommen bei der NP Aufnahme in das Zellinnere in Frage. Dazu 
zählen Phagozytose, Makropinozytose sowie Clathrin - unabhängige/abhängige oder Caveolin - ab-
hängige Endozytose. Welcher Mechanismus greift, ist wieder abhängig von den Eigenschaften der NP 
(siehe Abbildung 6) 12, 69, 73. Makrophagen, Monozyten und Neutrophile als professionelle Fresszellen 
des Immunsystems betreiben Phagozytose beispielsweise zur Vernichtung von Pathogenen, senes-
zenten Zellen und apoptotischen Körperchen. Aber auch andere Zelltypen sind in der Lage Phagozy-
tose zu betreiben (Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen usw.), jedoch ist ihre phagozytotische 
Aktivität deutlich geringer69, 73. Charakteristisch für den Prozess der Phagozytose ist die Bildung eines 
Phagosoms, eines mit einem Durchmesser > 250 nm vergleichsweise großem endozytotischen Vesi-
kel73. Induziert wird die Phagozytose von NP in der Regel durch Opsonisierung. Dies bedeutet, dass in 
der Blutbahn zirkulierende NP durch Proteine des Komplementsystems oder Serumproteine markiert 
werden können und anschließend durch spezifische Ligand – Rezeptor – Interaktionen erkannt und 
durch Phagozyten internalisiert werden. Hierbei wird nach Aktivierung dieser Rezeptoren Aktin as-




im Phagosom internalisiert. Je nach Zelltyp und NP Eigenschaften kann dieser Vorgang 30 min bis zu 
mehreren Stunden dauern. Involvierte Rezeptoren können die bereits erwähnten Scavenger Rezep-
toren, Fc -, Komplement- oder auch Mannose-/Fructose – Rezeptoren sein69. Größere Partikel wer-
den bevorzugt durch Phagozytose aufgenommen. Hier wurde beschrieben, dass Partikel mit Größen 
bis zu 2100 nm abhängig vom Zelltyp höhere Phagozytoseraten aufweisen, als Partikel kleiner 
2100 nm74-76. Ein zweiter Prozess der zellulären Aufnahme ist die Makropinozytose zur Beseitigung 
apoptotischer Zellfragmente, Viren und Bakterien unter Bildung eines Makropinosomens (0,2–
10 µm). Dieser Prozess beruht auf einer Restrukturierung des Zytoskeletts, welche zu einer Ausdeh-
nung der Membran und zur Bildung von Membranfalten zur finalen Einstülpung und zur nicht – spezi-
fischen Aufnahme großer Material - Partikel - und Flüssigkeitsmengen führt62, 69, 73. Ein weiterer Auf-
nahmeweg in die Zellen ist die Clathrin - unabhängige Endoyztose von NP mit einer Größe von etwa 
120 nm. Die Clathrin – abhängige Endozytose ist der Hauptmechanismus der zellulären Ernährung 
und benötigt eine hochkomplexe Proteinmaschinerie. Dieser Prozess beginnt mit einer Clathrin – 
vermittelten Invagination der Zellmembran unter Bildung Clathrin – beschichteter Vesikel mit einer 
Größe von 100 – 200 nm. Die Reifung von sowohl clathrin - beschichteten als auch unbeschichteten 
Vesikeln beginnt mit einer Fusion mit Endosomen. Sofern keine Rezeptoren recycelt werden sollen, 
wird die Ladung der Vesikel durch weitere Fusionen final dem degradativen Lysosomen zugeführt62. 
Dies gilt ebenso für die Reifung von Phagosom und Makropinosom. Zuletzt wird auch eine Caveolin - 
abhängige NP Internalisierung diskutiert. Caveolae sind flaschenartige, 50 – 100 nm große, Cho-
lesterol- und Sphingolipid - reiche Einstülpungen der Zellmembranen, welche das integrale Mem-
branprotein Caveolin enthalten62, 69 und vorrangig der Regulation von Lipiden, Fettsäuren, Membran-
proteinen oder auch der Transzytose dienen. Zusätzlich zu den vorgestellten Aufnahmemechanismen 
gibt es weitere Wege um NP in Zellen zu translozieren. Beispielsweise passive Diffusion durch Zell-
membranen, adhäsive Effekte oder Lochbildung sowie aktives Einbringen durch Mikroinjektion oder 
Elektrporation spielen eine Rolle69. 
1.2.4 Biologische Effekte einer Nanopartikelbelastung 
NP sind in der Lage nach Internalisierung intrazellulär schädigende Effekte zu induzieren. Die 
Ausprägung der Schädigungen ist abhängig vom NP Typ sowie Dauer und Art der Exposition sowie 
der Sensitivität der exponierten Spezies62 und zudem bei in vitro Untersuchungen von verwendeten 
Zelllinien und Testsystemen77.  
In erster Linie wird die übermäßige Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) als Haupt-
mechanismus der zellschädigenden Wirkung durch metallische NP angeführt78. ROS entstehen wäh-




wort auf Xenobiotika, Zytokine oder eine bakterielle Belastung generiert. ROS spielen zudem eine 
wichtige Rolle bei der Regulation verschiedenster intrazellulärer Signalkaskaden, welche beispiels-
weise zentrale Bedeutung in Zellproliferations- und -überlebensprozessen einnehmen (MAPK-, PI3K - 
Signalwege)79. NP können eine erhöhte Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) induzieren, 
deren Überschuss wiederum zu oxidativem Stress führen54. Eine extreme intrazelluläre ROS Belas-
tung kann durch oxidative Gruppen auf der NP Oberfläche oder NP – Zell – Interaktionen entste-
hen80. Zudem ist beschrieben, dass die ROS Produktion von der Verfügbarkeit aktiver Stellen auf der 
NP Oberfläche abhängig ist, welche durch chemische Aktivität zur ROS Produktion beitragen. Je mehr 
„Defekte“ auf der NP Oberfläche entstehen, desto mehr ROS können entstehen81. Folglich tragen 
aufgenommene NP zur ROS Produktion bei. Zudem ist es möglich, dass durch intrazelluläre Anwe-
senheit der NP die ROS Signaltransduktion induziert bzw. verstärkt wird oder zuletzt oxidativer Stress 
entsteht. Oxidativer Stress wird definiert als ein Ungleichgewicht zwischen ROS Produktion und den 
entsprechenden zellulären Schutzmechanismen, was zelluläre Schäden oder die Induktion von Repa-
raturmechanismen zur Folge hat80. NP können diese Dysbalance erzeugen, indem sie antioxidative 
Schutzsysteme angreifen oder die ROS Produktion aktiv verstärken80. Eine mittlere zelluläre ROS Be-
lastung resultiert zum einen in einer erhöhten Freisetzung proinflammtorischer Zytokine (Interleuki-
ne und TNFs)54 zusammen mit einer Aktivierung des MAPK und NF-κB – Signalweges, welche die pro-
inflammatorische Antwort weiter verstärken. Dadurch wird die erhöhte Expression von IL-1b und 
TNF-α induziert. TNF-α wiederum steigert die Expression profibrotischer Proteine, welche die Deposi-
tion von Kollagen durch Fibroblasten erhöhen. Die erhöhte Freisetzung von IL-1b kann zu einer Stei-
gerung der PDGF Expression und dessen Rezeptor führen, was wiederum die Proliferation von Myo-
fibroblasten voran treibt und zur Anhäufung unreifen kollagenösen Gewebes in der Lunge führt54. 
Hoch toxische intrazelluläre ROS Konzentrationen führen zur Schädigung mitochondrialer Membra-
nen begleitet von einem Zusammenbruch der Elektronentransportkette zur Folge, was zum Tod der 
betreffenden Zelle führt. ROS stellen hoch reaktive Radikale dar, welche zusätzlich DNA – Schäden 
und Lipid Peroxidation82 induzieren, verschiedene Signalwege aktivieren und zuletzt in Zelltod, Zell-
zyklusarrest, Fibrose und Karzinogenese gipfeln83-85. Eine Folge von oxidativem Stress können DNA 
Schädigungen sein. Für metallische NP wurden DNA schädigende Eigenschaften beschrieben. Bei-
spielsweise wurde in A549 Zellen durch Exposition von SiO2 NP eine Hydroxyl – Radikal (OH●) – spezi-
fische Läsion 8 – Hydroxydeoxyguanosin nachgewiesen86. In humanen Lungenfibroblasten wurde 
nach Exposition dieser zu AgNP ein Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase festgestellt87. NP – induzierte 
DNA Schädigungen umfassen Einzel- und Doppelstrangbrüche, Deletionen und genomische Instabili-
täten durch Einlagerung der NP in die DNA - Furchen diskutiert54. Durch irreparable DNA Schädigun-
gen und oxidativen Stress kann der Zelltod induziert werden. Hier werden grundsätzlich zwei For-




Apoptose kann intrinsisch oder extrinsisch induziert werden. Extrinsisch wird der programmierte 
Zelltod über sogenannte Todesrezeptoren initiiert. Instrinsisch kann es durch DNA- oder Mitochon-
drienschädigungen zur Ausbildung eines Apoptosoms kommen. Unabhängig von der Art der Induk-
tion wird im Laufe der Apoptose die Caspase - Kaskade aktiviert, welche unweigerlich zu den charak-
teristischen apoptotischen Prozessen führt: Zellschrumpfen, Phosphatidylserin Exposition, Depolari-
sierung der Mitochondrienmembran, DNA-Fragmentierung, Bildung apoptotischer Körperchen. Wäh-
rend die Apoptose selbst in der Entwicklung eine physiologisch unersetzbare Rolle spielt, ist die zwei-
te Form des Zelltodes, die Nekrose, als toxischer Prozess zu betrachten. Die Nekrose zeichnet sich 
durch ungerichtete und ungesteuerte Schwellung von Zellorganellen und der gesamten Zelle, Ausbil-
dung intrazellulärer Vakuolen und einer Ruptur der Zellmembran aus. Der pathologisch relevante 
Unterschied zwischen diesen Prozessen ist, dass apoptotische Körperchen von Phagozyten entfernt 
werden können. Der Verlust der Membranintegrität während der Nekrose hingegen führt zum Aus-
treten des Zytoplasmas, dies sorgt für eine Freisetzung chemotaktischer und lytischer Substanzen in 
das umliegende Gewebe. Dies resultiert in einer Attraktion von Immunzellen und verursacht Schäden 
im betreffenden Areal88. Weiterhin ist beschrieben, dass NP Autophagie auslösen können12. Dieser 
Mechanismus des angeborenen Immunsystems dient der Degradation intrazellulärer Mikroben, dys-
funktionaler Zellorganellen und missgefalteter Proteine. Es wurde bereits gezeigt, dass positiv gela-
dene NP auf Basis dieses Prozesses intrazellulär translozieren. Zudem scheint Autophagie zur Reduk-
tion der Toxizität beizutragen12. Speziell im Lungengewebe ist der am häufigsten beobachtete Effekt 
die Inflammation, deren Hauptursache der oxidative Stress zu sein scheint, da durch diesen die Ex-
pression proinflammatorischer Proteine gesteigert wird. Allgemein hin werden interstitielle Entzün-
dungen, die Bildung von Granulomen 
oder pulmonale Fibrosen beobachtet. 
Als Grund hierfür wird unter anderem 
eine unzureichende oder erschwerte 
Clearance, welche wie bereits erwähnt 
stark von den Eigenschaften der NP 
abhängt, diskutiert54. Entzündungsreak-
tionen in der Lunge können zu einer 
übersteigerten Aktivierung von AM und 
Neutrophilen führen, wodurch es wie-
derum zu einer extremen Freisetzung 
toxischer Mediatorsubstanzen kommt, 
welche die epitheliale Integrität beein-
trächtigen und bereits vorhandene 




Schädigung verstärken statt den Defekt zu beheben. Durch diese pathologische Reaktion kann es zu 
einer extremen Bildung und Akkumulation fibrösen Bindegewebes kommen, was in schwersten Fäl-
len zur Deformation der ausgeklügelten Lungenarchitektur mit Induktion von Bronchiektase (irrever-
sible Aufweitung der Bronchien) oder chronischer Infektionen führt54. Granulome werden als kom-
pakte Ansammlung ausdifferenzierter mononukleärer Phagozyten ohne begleitende Nekrosen be-
schrieben. Je nach Ursache, Erkrankung, Exposition und daraus resultierender Gesamtheit der mole-
kularen Stimuli können sich größere epitheloide Granulome mit zentraler Nekrose (beschrieben bei 
Silikosen) oder umgebender Fibrose bilden89. 
Einzelne Beispiele für die bisher bekannten pathologischen Effekte der in der vorliegenden 
Arbeit untersuchten NP in vivo und in vitro sind in den folgenden Kapiteln zusammengefasst. 
1.3 Studien zu NP induzierten biologischen Effekten und NP Risikobewertung 
Die Risikobewertung von NP steckt im Gegensatz zur industriellen Verwendung von NP noch 
in den Kinderschuhen. Aktuell laufen Risikobewertung und Management von Nanomaterialien noch 
unter der REACH (engl.: Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals; Regist-
rierung, Bewertung, Zulassung und Beschränkung von Chemikalien) VO (EC 1907/2006), dessen zent-
rale Stelle die ECHA (Europäische Chemikalienagentur) darstellt. Derzeit werden die entsprechenden 
Annexe um Anforderungen an Testmethoden zur toxikologischen Evaluation von Nanomaterialien 
erweitert, um die nano – spezifische Chemikaliensicherheit zu verbessernc, 46. Eine Vielzahl von in 
vivo-, in vitro -, epidemiologischen human – und ökotoxikologischen Studien versuchen hierbei Lang- 
und Kurzzeiteffekte chronischer und akuter Expositionen zu untersuchen. Hierbei stellt eine beson-
dere Herausforderung die Erstellung von Dosis - Wirkung – Beziehungen dar, welche zur Festlegung 
von Grenzwerten unverzichtbar sind. Die Bestimmung der effektiven intrazellulären NP Dosis nach 
Exposition stellt sich nach wie vor als aufwendig, kostspielig und zeitintensiv dar. In den folgenden 
Kapiteln sollen ausgewählte Studien und deren Ergebnisse zu den in der vorliegenden Arbeit unter-
suchten NP vorgestellt werden. 
1.3.1 SrCO3 Nanopartikel 
Wie bereits in Kapitel 1.1.2 beschrieben wird die medizinische Anwendbarkeit von SrCO3 NP 
als Wirkstofftransportsystem zur kontrollierten Freisetzung von Chemotherapeutika in der Antitu-
mortherapie untersucht. Bezüglich zytotoxischer Wirkungen der unbeladenen SrCO3 NP wurden in 
vitro Untersuchungen verschiedener Endpunkte, z.B. der metabolischen Aktivität und der Induktion 




unbeladene SrCO3 NP in vitro kaum toxische Effekte auslösen. Zudem konnten sie zeigen, dass die 
Effektivität von Etoposid durch eine SrCO3 – NP – basierte Formulierung erhöht und eine spezifische 
Antitumorwirkung erzielt werden konnte37. Koltermann-Jülly und Kollegen beschrieben eine gestei-
gerte LDH-Freisetzung nach 48 – stündiger Exposition von NR8383 AM in vitro zu SrCO3 NP90. Kroll 
und Kollegen untersuchten verschiedenste NP auf biologische Effekte. Sie konnten nach 24 – stündi-
ger Exposition verschiedenster Zelllinien (Lunge, Haut, GIT, usw.) in vitro zu SrCO3 NP keinerlei toxi-
sche Zellantworten feststellen91. In Ratten, welche zur Bildung von Karies neigen, konnte durch die 
Supplementierung von Sr eine verringerte Ausprägung von Karies nachgewiesen werden. Zudem ist 
Strontiumranelat wie bereits erwähnt das Mittel der Wahl zur Behandlung von Osteoporose. Eine 
groß angelegte Studie zur Biokinetik von radioaktivem Sr wurde 1993 vom ICRP (International Com-
mission on Radiological Protection) durchgeführt. Dabei stellte sich heraus, dass Sr leicht im GIT auf-
genommen und mit einer Halbwertszeit von 30 Jahren zu radiogenen Konochendefekten führt92. Da 
in der vorliegenden Arbeit nicht 90Sr sondern seine häufigsten, stabilen Isotope (vermutlich Gemisch 
aus 84Sr, 86Sr, 87Sr, 88Sr) verwendet wurden, sind radiogene Effekte nicht zu erwarten. Da Sr jedoch 
physikochemisch Ca sehr ähnlich ist, konkurriert Sr mit Ca um Assimilation, Absorption und Eliminati-
on. Im Allgemeinen ist bekannt, dass die Aufnahme von Sr im GIT gegenüber eine Ca Aufnahme favo-
risiert wird. Unter Mangelkonditionen und in Anwesenheit von Vitamin D ist die Sr Absorption er-
höht. Grund für die bevorzugte Aufnahme von Sr gegenüber Ca könnte der größere Atomradius von 
Sr sein. Ebenso wie Ca bildet Sr divalente Kationen in biologischen Flüssigkeiten (Serum, Plasma), 
wodurch die Proteinbindung von Sr in der gleichen Größenordnung wie die von Ca liegt. Sowohl Sr als 
auch Ca besitzen eine Affinität zu Knochengewebe, wobei in Tieren 99,1 % des aufgenommenen Sr in 
die Knochen eingebaut wird, aber demgegenüber nur 98,6 % des aufgenommenen Ca im Knochen 
landet93, 94. Die Datenlage zu biologischen Effekten von SrCO3 NP ist aktuell lückenhaft. Studien zur 
Quantifizierung der intrazellulären SrCO3 NP Belastung nach Exposition von Zellen oder aus Tierexpe-
rimenten sowie eine Charakterisierung der Clearance gibt es nicht. Über Sr bzw. SrCO3 in nanostruk-
turierter Form ist bisher wenig bekannt.  
1.3.2 Biologische Effekte von TiO2 und TiZr Nanopartikeln 
In Kapitel 1.1.2 wurden Nutzung und Gefahren von nano-TiO2 bereits eingehend erläutert. 
Aufgrund der potenziellen Inhalationstoxizität dieser NP sind umfassende Studien zur Evaluation der 
biologischen Effekte von nano-TiO2 unabdingbar. Epidemiologische Studien zur inhalativen Belastung 
der Bevölkerung durch nano-TiO2 gibt es kaum21. Zhao und Kollegen führten 2018 einer der wenigen 
epidemiologischen Studien exponierter Arbeiter einer nano-TiO2 Produktionsanlage in China durch, 
welche seit 2010 jährlich 100.000 t produziert. Sie ermittelten die nano-TiO2 Belastung exponierter 




einer Blutuntersuchung. Die körperliche Untersuchung zeigte Ablagerungen von nano-TiO2 in alveola-
ren und tracheobronchialen Regionen exponierter Arbeiter. Durch arbeitsbedingte Exposition wur-
den pulmonale und kardiovaskuläre Beeinträchtigungen durch nano-TiO2 festgestellt, welche auf 
Entzündungsreaktionen und mögliche Ventilationsstörungen hindeuten21. Unzählige weitere in vivo 
und in vitro Studien untersuchten Effekte inhalierter und oral aufgenommener TiO2 NP. Dudefoi und 
Kollegen untersuchten beispielsweise den Einfluss von nano-TiO2 (E171) auf das humane Mikrobiom 
in vitro. Sie stellten lediglich minimale Effekte auf Fettsäure - und DNA - Profil sowie die phylogeneti-
sche Zusammensetzung des untersuchten bakteriellen Konsortiums unter Exposition zu relevant 
niedrigen nano-TiO2 Konzentrationen fest. Jedoch konnten sie keine Aussage über kumulative Effekte 
treffen22. Shoon und Kollegen wiesen nach, dass sich mikro- und nanoskaliges TiO2 und andere Metal-
le in vivo aus Endoprothesen abscheiden50. In vivo Untersuchungen zur Aufnahme von nano-TiO2 
durch alveolare Makrophagen wurden von Geiser und Kollegen durchgeführt. Sie fanden lediglich 
0,1 % der ursprünglichen Expositionskonzentration in AM, wobei lediglich 2 % der AM NP enthielten 
und folgerten, dass nano-TiO2 diesen wichtigen Clearance – Mechanismus umgehen, sich in den Al-
veolen ablagern62 und sich dadurch die Kontaktzeit zum Alveolarepithel erhöht. Im Gegensatz zu 
SrCO3 NP wurden bereits Studien zur quantitativen Analyse der Lungenbeladung nach TiO2 NP Expo-
sition von Ratten durchgeführt. Relier und Kollegen beispielsweise führten eine µPIXE – basierte 
quantitative Ionenstrahlanalyse verschiedener Organe exponierter Ratten durch. Sie stellten fest, 
dass TiO2 NP selbst 92 Tage nach Instillation noch in der Lunge abgelagert vorliegen und Lunge und 
Leber die Orte der TiO2 Akkumulation darstellen95. Elgrabli und Kollegen führten eine Studie zur Un-
tersuchung der Biodistribution von TiO2 NP in Ratten durch. Biodistributionsstudien werden mittels 
intravenöser Injektion durchgeführt, da die Konzentration im Blut 100 % gesetzt wird und die Vertei-
lung der NP relativ zu diesem Wert erfolgt. Anschließend führten sie eine ICP-OES Untersuchung von 
Blut, Organen, Urin und Fäzes zur Bestimmung der Verteilung der NP durch96. Eine in vitro Quantifi-
zierung der TiO2 NP Aufnahme in Brustkrebszellen (SK-BR-3 Zelllinie) wurde durch Rashkow und Kol-
legen mithilfe der Synchrotron – Röntgenfluoreszenz (SXRF, engl.: X-Ray Fluorescence) Mikroskopie 
auf Einzelzellebene durchgeführt97. Eine quantitative Einzelzellanalyse der TiO2 Aufnahme im Darm-
zellmodell Caco-2 wurde von Meyer und Kollegen mithilfe der Ionenstrahlmikroskopie (IBM) durch-
geführt. Sie stellten einen zeit - und konzentrationsabhängigen Anstieg der intrazellulären Ti Kon-
zentration fest, wobei sich der intrazelluläre Ti Gehalt oberflächenabhängig (hydrophobes NM103 vs. 
hydrophiles NM104) signifikant unterscheidet. Zudem wurden stark erhöhte Elementgehalte an P, S 
und den Spurenelementen Fe, Cu und Zn beobachtet, was auf NP - bedingte Homöostasestörungen 
hindeutet98.  
Heterometallische Mischoxid NP werden aktuell ebenso stark beforscht. Die Synthese ZrO2 




Temperaturstabilität der Partikel dienen und ihr Agglomerationsverhalten für verschiedenste An-
wendungen verbessern99. Kroll und Kollegen untersuchten in einer groß angelegten Studie insgesamt 
23 NP auf Induktion biologischer Effekte. Sie fanden heraus, dass TiZr, im gleichen Mischungsverhält-
nis wie in der vorliegenden Arbeit, zuverlässig zu einer erhöhten ROS Produktion in Zellen ver-
schiedensten Ursprungs (Lunge, Haut, GIT, usw.) führt91. 
1.3.3 ZrO2 Nanopartikel 
ZrO2 stellt eine der am häufigsten verwendeten Oxidkeramiken dar. Hauptanwendungsgebie-
te von ZrO2 liegen aufgrund seiner hohen Dichte, Festigkeit, chemischen Stabilität und Korrosionsbe-
ständigkeit, der antibakteriellen Wirkung uvm. in der Zahntechnik als Zahnersatzmaterial, Si-dotiert 
in der Halbleitertechnologie und zukünftig in der Herstellung nanoelektrischer Geräte27-30. Daraus 
ergibt sich wie bereits für TiO2 NP beschrieben besondere Expositionsbedingungen für Personen, 
welche in Produktion und Verarbeitung von ZrO2 NP tätig sind, sowie zahnärztlichem Personal und 
exponierten Patienten. Studien zur Biokinetik inhalierter ZrO2 NP gibt es kaum. Silge und Kollegen 
untersuchten das Schicksal von ZrO2 NP und ihrer Proteinkorona in Rattenlungen unter Zuhilfenahme 
verschiedener Mikroskopieverfahren. Sie stellten fest, dass ZrO2 NP und ihre Proteinkorona innerhalb 
des Lungengewebes agglomeriert vorliegen und drei Tage nach Exposition nahezu vollständig durch 
AM phagozytiert wurden28. Weiterhin wurde beschrieben, dass oberflächenfunktionalisierte ZrO2 NP 
unabhängig von der Art der Exposition in Rattenlungen Entzündungsreaktionen hervorrufen. Venne-
mann und Kollegen fanden Anzeichen einer milden Inflammation ausgelöst durch verschiedene ZrO2 
NP (Acryliert, TODS -, PGA - und APTS - modifiziert) in vivo und in vitro100, 101. Nach Exposition von 
NR8383 AM in vitro stellten sie dosisabhängige Effekte auf die LDH- und TNFα-Freisetzung, die Bil-
dung von H2O2 und die Glucuronidase – Aktivität fest, wobei acrylierte ZrO2 NP stets eine leicht er-
höhte Ausprägung der Effekte zeigen. In vivo nach Exposition nicht-sensibilisierter Wistar Ratten 
wurden oberflächenunabhängig minimale Anzeichen einer Inflammation entdeckt. Nach Exposition 
sensibilisierter Tiere wurde eine Oberflächenabhängigkeit der toxischen Effekte mit höchster Ausprä-
gung durch PGA – modifizierte ZrO2 NP nachgewiesen101. Quantitative Studien zur Lungenbeladung 
nach inhalativer Exposition, beispielsweise von Ratten, gibt es kaum. Qualitative Studien zur Translo-





1.4 Motivation und Zielstellung 
Im Fokus der Risikobewertung stehen Identifizierung eines Risikos und dessen Charakterisie-
rung. Eine fundierte Risikocharaktersierung inhalierter NM sollte eine Evaluation humantoxikologi-
scher Effekte sowie eine Analyse der biokinetischen Mechanismen umfassen. Idealerweise sollten 
Dosis – Wirkung – Beziehungen hergestellt werden, aus denen sich Grenzwerte für eine Exposition 
festlegen lassen18. Aufgrund der lückenhaften Datenlage zu human- und umwelttoxikologischen Be-
langen sowie fehlenden Dosis – Wirkung – Beziehungen ist eine umfassende Risikobewertung oft 
schwierig. Eine besondere Herausforderung stellt sich in der Quantifizierung der intrazellulär effekti-
ven NP Dosis102. Da Expostionskonzentration und intrazelluläre, toxikologisch relevante Dosen im 
Allgemeinen nicht übereinstimmen, soll hier die gesamte Kausalitätskette „Exposition - intrazelluläre 
Dosis - toxische Zellantwort“ sinnvoll untermauert werden. Dazu soll die aktiv wirksame NP Dosis, 
welche von besonderer toxikologischer Relevanz ist, in der vorliegenden Arbeit mithilfe herausra-
gender State of the Art Bildgebungs - und Quantifizierungsverfahren auf Einzelzellebene evaluiert 
werden. Die Aufnahme der NP soll in Abhängigkeit der Oberflächenstruktur charakterisiert, Interfe-
renzen und Wechselwirkungen mit Zellkompartimenten und Biomolekülen analysiert werden. Die 
zugrundeliegenden Mechanismen der NP - induzierten Schädigungen sollen identifiziert werden und 
die daraus resultierende zelluläre Antwort auf die NP Belastung soll auf molekularer und Element-
ebene aufgeklärt werden.  
Die Ionenstrahlmikrospkopie (IBM) und die konfokale Raman Mikrospektroskopie (CRM) bie-
ten als leistungsstarke Bildgebungstechniken vorteilhafte Eigenschaften zur Bearbeitung dieser Fra-
gestellungen. Beide Methoden sind markierungs- und zerstörungsfrei, was einen entscheidenden 
Vorteil gegenüber anderen Techniken ist. Die markierungsfreie Bildgebung bietet den Vorteil des 
Verzichts auf fluoreszierende Oberflächenfunktionalisierungen der NP, welche deren Oberflächenei-
genschaften und somit ihr biologisches Verhalten maßgeblich verändern können. Viele Studien beru-
hen lediglich auf optischen und Fluoreszenz - basierten Durchflusszytometrie- oder Mikroskopietech-
niken18, 101, welche möglicherweise biologische Effekte markierungsbedingeter oberflächenveränder-
ter NP darstellen. Zudem kann lediglich eine Aussage über die Lokalisation der Markierung getroffen 
werden, die nicht zwingend mit dem entsprechenden NP assoziiert vorliegen muss. Demgegenüber 
können mithilfe der CRM schnell, nicht - invasiv, hochempfindlich und ortsaufgelöst NP auf subzellu-
lärer Ebene in 3D visualisiert, identifiziert, quantifiziert und adverse Effekte simultan analysiert wer-
den können103. Die Untersuchung lebender Zellen erlaubt eine Untersuchung dynamischer und kine-
tischer Prozesse der NP Aufnahme, wie beispielsweise der NP Aufnahme, ihrer intrazellulären 
Translokation und Prozessierung. Auch die IBM ermöglicht ortsauflösende 3D Visualisierungen mit 




lichkeit im ppm Bereich. Durch die hohe Eindringtiefe des Protonenstrahls der IBM können biologi-
sche Zell- und Gewebeproben vollständig durchdrungen werden, was zum Informationsgewinn auf 
Einzelzellebene führt. Mithilfe der mikro-Partikel-induzierten Röntgenemissions (µPIXE) - Spektro-
skopie ist eine laterale Visualisierung der in der Probe enthaltenen Elemente möglich. Die mikro - 
Rutherford Rückstreu Spektroskopie (µRBS, engl.: backscattering) bringt Tiefenauflösung sowie wei-
tere Informationen, welche eine Diskriminierung zwischen internalisierten und membran-
assoziierten NP erlaubt103. Eine Kopplung der µPIXE und der µRBS ermöglicht eine reproduzierbare 
Quantifizierung mit niedrigen Detektions- und Quantifizierungsgrenzen. Dies befähigt die IBM zur 3D 
Analyse von NP Verteilungsmustern sowie NP - induzierten Effekten wie Elementkolokalisation, Ele-
mentumverteilungen oder Homöostasestörungen qualitativ und quantitativ. 
Oberflächenfunktionalisierte SrCO3 NP und ZrO2 NP sowie TiO2 – basierte NP sollen in vivo 
hinsichtlich NP - spezifischer Verteilungsmuster im respiratorischen System mithilfe der beschriebe-
nen hochauflösenden Bildgebungsverfahren untersucht werden. Anhand element- und molekülba-
sierter spektraler Merkmale sollen NP belastete Zelltypen im respiratorischen System visualisiert, 
identifiziert und charakterisiert werden. Biokinetische Prozesse wie intrapulmonale Akkumulation, 
Retention und Clearance sollen aufgeklärt werden. NP - induzierte Effekte, wie Störungen der zellulä-
ren Homöostase, Elementumverteilugen und Wechselwirkungen mit Biomolekülen oder subzellulä-
ren Strukturen sollen in Abhängigkeit der spezifischen NP Eigenschaften im respiratorischen System 
untersucht werden. Eine Quantifizierung der effektiven zellulären NP Dosis auf Einzelzellebene soll 
innerhalb der Lunge bzw. innerhalb verschiedener Lungenkompartimente bestimmt werden. Die in 
vivo evaluierte toxikologisch relevante Zelldosis soll der Validierung und Präzisierung des Dosisfens-
ters für in vitro Testverfahren in relevanten Zellomdellen dienen und deren Prädiktivität steigern. 
Zudem ermöglicht die zusätzliche Untersuchung geeigneter in vitro Zellmodelle eine umfassende 
Analyse NP - vermittelter Toxizitätsmechanismen, welche allein in komplexen in vivo Systemen bzw. 
auf Organismusebene schwer möglich ist104. In vitro soll folglich eine Analyse dynamischer und kineti-
scher Prozesse, wie NP Aufnahme, intrazelluläre Prozessierung, Kolokalisation mit Biomolekülen und 
physiologisch relevanten Elementen, Aufschluss über NP - spezifische Wirkmechanismen geben.  
Die zentrale Fragestellung nach dem Zusammenhang der physikochemischen NP Eigenschaf-
ten, der effektiven intrazellulären NP Dosis und der resultierenden biologischen Effekte soll in der 
vorliegenden Arbeit auf Basis zerstörungs- und markierungsfreier molekularer und elementbasierter 
Visualisierungs- und Quantifizierungsverfahren sowie durch Anwendung standardisierter Toxizitäts-







Brutschrank    Function Line, Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
CRM     α300R+, WITec GmbH, Ulm, D 
DLS-Messgerät    ZetaPALS, Brookhaven, Long Island, USA 
Durchflusszytometer   FACSCalibur, BD Bioscience, San Jose, USA 
BD AccuriTM C6 Cytometer, BD Bioscience, San Jose, USA 
Einkanal-Pipetten   Eppendorf AG, Hamburg, D 
(10, 20, 200, 1000 μl) 
Research variabel   LabSolute, Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, D 
Eisbereiter    Scotsman EF 103 easy-fit, Europe-Frimont S.p.A.,  
Pogliano, I 
ELISA Lesegerät    Tecan Infinite ® 200, Tecan Group AG, Männedorf, S 
Feinwaage    cp224S, Sartorius, Göttingen, D 
Geldokumentationssystem  Dunkelhaube, DH-30/32, Biostep GmbH,  
Burkhardtsdorf, D 
Gelelektrophorese Netzteil  PowerPAC 200, BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA 
Gelelektrophoresesystem  Mini – Sub Cell GT, BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA 
IBM     LIPSION Nanosonde, Universität Leipzig 
Leistungsmessgerät    PM100D, ThorLabs, Newton, USA 
Lichtmikroskop    CKX53 Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg, D 
Magnetrührer     MR 3000, Heidolph Instruments, Schwabach, D 
Mehrkanalpipetten   LabSolute, Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, D 
Mikrotiterplatten-Lesegerät  Infinite M200, TECAN, Männedorf, CH 
Mr FrostyTM Gefrierbehälter  Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA 
NTA-Messgerät    Nanosight LM10 HS, Nanosight Ltd., Wiltshire, UK 
pH-Meter    inoLab pH, WTW GmbH, Weilheim, D 
Pipettierhilfe    Accu-Jet Pro, Brand GmbH-Co KG, Wertheim, D 
Sicherheitswerkbank   HERAsafe, Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Stickstoffbehälter   GT40, Air Liquide Medical GmbH, Düsseldorf, D 
Thermo-Wasserbad   VWB 18, VWR, Dresden, D 
Thermozykler    DOPPIO, VWR International GmbH, Radnor, USA 
Tischzentrifuge    Minispin, Eppendorf AG, Hamburg, D 
Ultraschallgerät   13mm Spitze Sonifier 450, Branson Ultrasonics, Danbu- 
ry, USA 
Vakuumpumpe    Laboport, KNFLab, New Jersey, USA 
Vortexer    MS2Minishaker, IKA-Werke GmbH, Staufen, D 
Wasseraufbereitungssystem  Simplicity 185, Millipore GmbH, Schwalbach, D 
Zählkammer Neubauer   Marienfeld-Superior, Lauda, D 
improved 
Zentrifugen    Biofuge Primo R, Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 
Zentrifugen    Biofuge Pico, Heraeus Holding GmbH, Hanau, D 





Nanopartikel Hersteller Form 
SrCO3 I hydrophil Solvay, Bad Hönningen, D Pulver 
SrCO3 I hydrophob Solvay, Bad Hönningen, D Pulver 
TiO2, NM105 Evonik Degussa GmbH, Essen, D Pulver 
TiZr Evonik Degussa GmbH, Essen, D Pulver 
ZrO2 Acryl ItN Nanovation AG, Saarbrücken, D Dispersion 
ZrO2 TODS ItN Nanovation AG, Saarbrücken, D Dispersion 
ZrO2 PGA600 ItN Nanovation AG, Saarbrücken, D Dispersion 
2.3 Chemikalien und Reagenzien 
Agarose  BioRad Laboratories Inc., Hercules, USA 
Alexa Fluor 488 azide    Invitrogen, Karlsruhe, D 
Annexin V:FITC Apoptosis Detection Kit BD  Pharmingen, San Jose, USA 
Ascorbinsäure     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
BSA      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
BSA, 7.5 %, Lösung    Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
CM-H2DCFDA     Invitrogen, Karlsruhe, D 
CuSO4      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
DAPI      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Dimethylsulfoxid (DMSO)   Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 
DMSO steril     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
EDTA      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
EdU      Jena Bioscience, Jena, D 
Ethanol      Dr. K. Hollborn & Söhne, Leipzig, D 
EMEM      Biowest, Nuaillé, F 
F12-K      Invitrogen, Karlsruhe, D 
FKS      Biowest, Nuaillé, F 
Gel Loading Dye Blue 6x   New England BioLabs, Ipswich, USA 
H2SO4      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
HCl      Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 
HEPES      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Methanol     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Na-Citrat     VEB Laborchemie Apolda 
Mitochondria Staining Kit   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
NaOH      Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 
NEAA      Biowest, Nuaillé, F 
Formaldehyd     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Penicillin/Streptomycin    Biowest, Nuaillé, F 
PBS mit/ohne Ca2+/Mg2+   Biowest, Nuaillé, F 
PCR Mycoplasma – Test Kit I   PanReac AppliChem, Darmstadt, D 
PAH      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 




PSS      Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Propidiumiodid     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Quick Load 1 kB Plus DNA Ladder  New England BioLabs, Ipswich, USA 
ratCXCL-1 DuoSet ELISA   R&D Systems, Minneapolis, USA 
ratTNF-α DuoSet ELISA    R&D Systems, Minneapolis, USA 
RPMI-1640     Biowest, Nuaillé, F 
Schwefelsäure     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Staurosporin     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D  
Superfibronektin, human   Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
SYBR Safe DNA Gel Stain   Invitrogen, Karlsruhe, D 
TMB-ELISA Substrate Solution   Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA 
Tris-Acetat     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Tris-Base     Thermo Fisher Scientific, Rockford, USA 
Triton X-100     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Trypsin/EDTA in PBS    Biowest, Nuaillé, F 
Tween 20     Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, D 
Wasserstoffperoxid (30 %)   Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D 
2.4 Verbrauchsmaterialien 
CaF2 Substrat     Crystal GmbH, Berlin, D 
Costum Minerals Standard    Astimex Scientific Limited, Toronto, CAN 
with Faraday Cup 
Glasbodenschalen    WillCo Wells, Amsterdam, N 
Kryoröhrchen     Cryo Pure, Sarstedt, Nümbrecht, D 
Pipettenspitzen     Sarstedt, Nümbrecht, D 
Polypropylenfolie    GoodFellows, Bad Nauheim, D 
Polystyrene Rundbodenröhrchen  Corning, Kaiserslautern, D 
Reaktionsgefäße    Eppendorf AG, Hamburg, D 
Serologische Pipetten    Sarstedt, Nümbrecht, D 
Si Wafer     Plano GmbH, Wetzlar, GmbH 
Spritzen     BD GmbH, Heidelberg, D 
Spritzenvorsatzfilter (0,2 µm Poren)  Sartorius AG, Göttingen, D 
Wheaton Gläschen    Wheaton, Millville USA 
2.5 Software 
BD Accuri C6 Software    BD Bioscience, San Jose, USA 
BIC Zeta Plus Potential Analyzer  Brookhaven Instruments, Long Island, USA 
CorelDRAW Graphics Suite X7   Corel Corporation, CAN 
Flowing Software 2    Perttu Terho, Turku Centre of Biology, FIN 
GeoPIXE 5b  C.G.Ryan, B.E. Etschmann, D.R. Cousens, CSIRO Explo-
ration and Mining, Black Mountain, AUS 
GraphPad Prism 5 GraphPad Software, La Jolla, USA 
MpSys      Microanalytical Research Centre, Melbourne,  
Australien 




Origin 9  OriginLab Corporation, Northhampton, USA 
SIMNRA  Matej Mayer, Max-Planck-Institut für Plasmaphysik, 
München, D 
i-control™ V1.7     Tecan Group AG, Männedorf, S 
WITec Project Plus 4, WITec Wissenschaftliche In-
strumente und Technologie GmbH, Ulm, D 






3.1.1 Nanopartikel Präparation 
Zur Generierung stabiler NP Dispersionen, welche nachfolgend zu Aufnahme- und Toxizitäts-
studien eingesetzt werden sollten, wurde das „NANOGENOTOX dispersion protocol for NANoREG 
V1.0“ vom 11.07.2014 (im Folgenden „NGTX“ genannt) angewandt105. Dieses Protokoll gilt als Verfah-
rensrichtlinie, um eine einheitliche NP Herstellung in den verschiedenen Projekten sowohl auf natio-
naler als auch auf internationaler Ebene zu harmonisieren. Anhand dieses Protokolls wird eine 
Stammdispersion mit einer Konzentration von 2,56 mg/ml hergestellt. Dazu werden 15,36 mg NP in 
die dafür vorgesehenen Ultraschallgefäße (Wheaton Gläschen) abgewogen. Es folgt ein tropfenwei-
ses Anfeuchten des Pulvers mit 0,5 vol% Ethanol (> 96 %) während das Gefäß 45 ° geneigt wird. Das 
Pulver wird durch leichtes Klopfen im Ethanol gelöst und anschließend werden 99,5 % einer steril 
filtrierten 0,05 %igen BSA-Lösung zugegeben. Im Anschluss wird die Mischung 5 min auf Eis inkubiert 
und anschließend unter Zuhilfenahme einer 13 mm Spitze ultraschallbehandelt. Die Ultraschallbe-
handlung erfolgt mit gleichzeitiger Kühlung der Dispersion durch Eiswasser. Hierzu wird die benötigte 
Ultraschalldauer t bei einer Leistung von P = 7,1 W und einer Amplitude von 10 % und der Energie 
von 1176 J (für 1 ml Dispersion) wie folgt an die eingewogene Menge NP berechnet: 
 =  

     (Gleichung 1) 
wobei E die benötigte Energie für das entsprechende Volumen der Dispersion ist. Die Kalibra-
tion des Ultraschallvorgangs und die Optimierung der Parameter erfolgte nach “SOP for probe soni-
cator calibration of delivered acoustic power and de-agglomeration efficiency for ecotoxicological 
testing” des NANoREG Projektes 106. 
Die so generierte Dispersion wurde nach abschließender Sterilisation mit UV - Licht in einem 
Konzentrationsbereich von 10 - 200 µg/ml in vitro Untersuchungen verwendet. 
3.1.2 Nanopartikel Charakterisierung 
Eine Charakterisierung der dem NGTX – Protokoll folgend hergestellten NP Dispersionen ist 




Zeitraum, sowie die Oberflächenladung und die spektroskopischen Eigenschaften der NP zu erhalten. 
Ebenso dient eine Charakterisierung der Qualitätskontrolle.  
3.1.2.1 Nanoparticle Tracking Analysis (NTA) 
Zur Untersuchung der NP Größe, Größenverteilung und deren Stabilität über 72 h wurde die 
NTA verwendet. Als Messgrundlage dieser Methode dient die Eigenschaft von NP zur Lichtstreuung 
sowie die Brown´sche Bewegung der NP in Dispersion. Die Fähigkeit der NP zur Streuung des Laser-
lichts ermöglicht eine Visualisierung der NP, was eine Betrachtung einzelner NP in der Dispersion 
ermöglicht (siehe Abbildung 8). Ein Laser mit einer Wellenlänge von λ = 532 nm wird durch ein Pris-
ma in die Messkammer geleitet. Der Eintritts- bzw. Brechungswinkel des Lasers vom Glas in die NP 
Dispersion ist so gewählt, dass der Laser komprimiert wird und eine erhöhte Energiedichte aufweist. 
Das Streulicht der NP innerhalb der Dispersion kann durch ein 20x vergrößerndes Objektiv mit einer 
herkömmlichen CCD Kamera mit 30-60 Frames/Sekunde (fps) aufgenommen werden. Es wird ein 
Video der Brown´schen Bewegung der NP in einem Messbereich von 100 µm x 80 µm x 10 µm aufge-
nommen. 
 
Abbildung 8: Funktionsprinzip der NTA nach107.  
 
Zur Analyse von Größe, Größenverteilung und Stabilität der NP mittels NTA wurden je nach 
NP Art und Intensität des NP Streulichts Verdünnungen auf ca. 107 - 109 Partikel/ml in RPMI Kultur-
medium (+ 15 % FKS, + 1 % PenStrep) oder H2O hergestellt und gemessen. Es wurden jeweils 5 Videos 
mit einer Länge von 30 s aufgenommen. NP werden auf einer frame – by – frame - Basis simultan 
identifiziert und verfolgt, sodass während der Prozessierung der Videos eine mittlere Distanz der NP 
Bewegung in x - und y - Richtung für bestimmte Zeit (t) ermittelt werden kann107. Unter Verwendung 
von Gleichung 2 ist es möglich Diffusionskoeffizient der Brown´schen Bewegung der NP unter Be-









=       Gleichung (2) 
Daraus kann der hydrodynamische Radius der NP anhand der Einstein – Stokes – Gleichung 
(Gleichung 3) berechnet werden: 
 
 =  

      Gleichung (3) 
dh – hydrodynamische Durchmesser 
kB - Boltzmann-Konstante, kB = 1,38064852(79)*10-23J/K 
D – Diffusionskoeffizient 
η – Viskosität des Lösungsmittels 
T – Temperatur 
 
 
Anhand der NTA Größenverteilung der NP Populationen berechnet sich der Polydispersitäts-
index (PDI) nach 108 
PDI = ( 

)²    Gleichung (4) 
wobei σ die Streuung der einzelnen Messwerte um den Mittelwert <d> ist. 
 
3.1.2.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS) 
Eine weitere Methode zur Bestimmung von Größe und Größenverteilung von NP zwischen 
0,1 – 1 µm in Flüssigkeiten ist die dynamische Lichtstreuung. Vorteile dieser Methode sind ihre Be-
nutzerfreundlichkeit durch kurze Vorbereitungs - und Messzeiten sowie ihrer hohen Reproduzierbar-
keit. Mithilfe der DLS wird die Partikelgröße durch Schwankungen in der Streulichtintensität durch 
die Brown´sche Bewegung der Partikel bestimmt. Ein Nachteil dieser Methode ergibt sich jedoch aus 
der Proportionalität der Streulichtintensität zur sechsten Potenz des Partikeldurchmessers, wodurch 
große Partikel oder Aggregate das Messergebnis stark beeinflussen können. In Kombination mit der 





Das Messprinzip der DLS sei am hier verwendeten Gerät genauer erläutert. Ein 532 nm Laser 
durchstrahlt die NP – haltige Probendispersion. Trifft das eingestrahlte Laserlicht auf einen Partikel, 
so wird dieses an der Partikeloberfläche gestreut und in einem Winkel von 90° zum eingestrahlten 
Licht detektiert. Durch Brownsche Bewegungen von Partikeln in Lösung ändert sich der Abstand der 
Streuzentren zueinander stets, was zu einer Interferenz der Streuungen führt. Dies führt zu zeitlichen 
Intensitätsänderungen im Streulicht. Kleinere Partikel bewegen sich schneller und bewirken somit 
schnellere Fluktuationen der Streulichtintensität. Ein digitaler Korrelator wandelt die detektierten 
Fluktuationen in eine exponentielle Autokorrelationsfunktion um. Die Abfallrate dieser Funktion ist 
vom Diffusionskoeffizienten D der Partikel und somit laut der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 3) 
von der Partikelgröße abhängig. Durch die schnellere Bewegung kleiner Partikel erfolgt die Abfallrate 
dieser schneller als für große Partikel. Dies wird mathematisch durch eine Kumulantenanalyse er-
fasst109 und der Diffusionskoeffizient sowie der hydrodynamische Durchmesser der Nanopartikel 
unter Zuhilfenahme von Gleichung 3 berechnet. Die Messung erfolgte nach Verdünnung der NP Dis-
persion auf 100 µg/ml fünfmal je eine Minute gemessen. Der Zeitpunkt t = 0 entspricht dabei etwa 
30 min nach Präparartion der NP mittels NGTX Protokoll. 
3.2 Gewebe und Zellen 
A549 (ATCC® CCL-185™) und Calu-3 (ATCC® HTB55™) Zellen wurden von ATCC erworben. Lun-
gengewebeschnitte sowie NR8383 Alveolarmakrophagen wurden vom IBE Institute for Lung Health 
gGmbH Münster bereitgestellt. Lungengewebeschnitte wurden vom IBE Münster entsprechend des 
TierSchG nach intratrachealer Instillation 12 Wochen alter, weiblicher Wistar Ratten zu entsprechen-
den Zeitpunkten entnommen und kryo – konserviert wie beschrieben in 110. Folgende kryokonservier-
te Lungenschnitte wurden in der vorliegenden Arbeit untersucht: 
SrCO3 hydrophil   4,8 mg/Lunge     3 d, 21 d p.I.  
TiO2/TiZr    0,6 mg/Lunge     3 d p.I. 
ZrO2 Acryl/TODS   1,2 mg/Lunge     3 d, 21 d p.I. 
3.2.1 Zellkultivierung 
A549 Zellen sind humane Lungenepithelzellen des Pneumozytentyps II, welche aus einem 
Adenokarzinom isoliert wurden. Diese wurden in RPMI supplementiert mit 10 % FKS und 
1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Calu-3 Zellen, als bronchiale Epithelzelllinie aus einem Adeno-
karzinom, wurden in EMEM mit 10 % FKS, 1 % Penicillin/Streptomycin und 1 % NEAA kultiviert. 




15 % FKS und 1 % Penicillin/Streptomycin kultiviert. Alle Zelllinien wurden stets bei 37 °C und 5 % CO2 
kultiviert. 
A549 und Calu-3 Zellen wurden zum Passagieren standardmäßig 1x mit PBS gewaschen, Calu-
3 Zellen zusätzlich mit 0,25 % Trypsin/EDTA (TE) gewaschen und durch TE – Behandlung vereinzelt 
und passagiert. NR8383 Zellen wachsen semi – adhärent und ein Trypsinschritt zur Vereinzelung ist 
somit überflüssig. Diese werden lediglich nach 10 - minütiger Inkubation bei RT durch leichtes Klop-
fen und Schwenken zu 50 % abgelöst, die Hälfte der Kultur abgenommen und für weitere Experimen-
te verwendet. Zur Erhaltung der Kulturen wurde ein Teil frisches vorgewärmtes Kulturmedium zuge-
geben. Drei Tage nach der Vereinzelung dieser Zellen folgte ein halber Mediumwechsel. Nach weite-
ren vier Kulturtagen wurden die Zellen erneut vereinzelt. Dieser Rhythmus wird bis zur Vernichtung 
der Kulturen eingehalten. 
3.2.2 Mykoplasmen – Test 
Um die Qualität der Messergebnisse zu gewährleisten wurden die Zellen regelmäßig auf Kon-
tamination durch Mykoplasmen getestet. Die PCR – basierte Untersuchung wurde nach Angaben des 
Herstellers durchgeführt. Zu Beginn wurden von allen Zellen 100 µl des Zellüberstandes in ein Ep-
pendorf Reaktionsgefäß überführt und für 5min bei 95 °C inkubiert. Anschließend wurden die Proben 
kurz anzentrifugiert, um Zelldebris vom Überstand zu trennen und 2 µl des Überstands zu 23 µl des 
Mycoplasma Test Master Mix gegeben. Die Negativkontrolle enthielt 2 µl Wasser (PCR Qualität). Eine 
Positivkontrolle war Umfang des Test Kits. Alle Proben wurden vorsichtig gemixt und kurz zentrifu-
giert. Die PCR wurde mit folgenden Zyklen durchgeführt: 
1. Initiale Denaturierung  2 min  94 °C 
2. Denaturierung   30s  94°C 
3. Annealing    30 s  55 °C 
4. Elongation    30 s  72°C 
5. Kühlung    ∞  4 °C 
Schritt 2 - 4 entspricht einem Zyklus. Insgesamt wurden 39 Zyklen durchgeführt. Anschlie-
ßend wurden 5 µl pro Probe zusammen mit 1x Gel Loading Dye auf ein 1,5 % Agarose Gel supple-
mentiert mit 10 µl SYBR Safe DNA Gel Stain aufgetragen. Zur Größenbestimmung der PCR Amplifikate 
wurde eine 1 kB DNA Leiter verwendet. Amplifikate von Mykoplasmen DNA haben eine Größe von 
265 – 278 bp. Die Elektrophorese wurde für ca. 20 min bei 100 V durchgeführt und das Agarosegel 




3.3 Zytotoxizität und Entzündung alveolarer Zellen infolge der NP – Belastung 
Ein herausstechender Punkt in der Untersuchung der Kausalitätskette Exposition – Aufnahme 
- Toxizität stellt die Analyse des toxischen Potenzials der zu untersuchenden und bewertenden Mate-
rialien dar. In dieser Arbeit wurden toxikologische Untersuchungen an relevanten in vitro Modellen 
durchgeführt und mit bereits bekannten in vivo Ergebnissen korreliert.  
3.3.1 Durchflusszytometrie 
Die Durchflusszytometrie erlaubt eine Charakterisierung von Zellen aufgrund ihrer optischen 
Eigenschaften gepaart mit Fluoreszenzmarkierungen auf Einzelzellebene. Grundlage dieser Methode 
bilden Lichtstreuung aufgrund struktureller und morphologischer Eigenschaften der Zellen, sowie 
Emission von Fluoreszenz z.B. durch Antikörper- oder DNA - färbungen111. 
 
Abbildung 9: (A) Aufbau und Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie111. (B) Ergebnisbeispiel (dieser Arbeit) der Auf-
trennung von NR8383 AM (exponiert zu 100 ng/ml TNF-α und 10µg/ml Cycloheximid) anhand ihrer Größe (FSC) und ihrer 
Granularität (SSC). lebend (roter Kreis) vs. tot (grüner Kreis) (C) Auftrennung dieser Zellen nach Färbung mit AV (Fluores-
zenzkanal 1) und PI (Fluoreszenzkanal 3) in Populationen lebender, früh- bzw. spätapoptotischer und toter Zellen. FSC: 
forward scatter (Vorwärtsstreulicht), SSC: side scatter (Seitwärtsstreulicht), PMT: photomultiplier tube (Photovervielfacher). 
 
In Abbildung 9 ist das Funktionsprinzip der Durchflusszytometrie schematisch dargestellt. 
Mithilfe einer Trägerflüssigkeit werden Zellen oder Partikel einzeln in eine Durchflusszelle geleitet, in 
der sie auf einen Laser treffen. Standardmäßig sind Durchflusszytometer mit zwei Lasern ausgestat-












































FSC und SSC 
Zur Detektion der Lichtstreuung durch Zellen, Zellkompartimente oder Partikel kommt zum 
einen ein PMT Detektor (Photovervielfacher) zur Aufnahme des Vorwärtsstreulichts (FSC) zum Ein-
satz. Dieser ist auf einer Linie zum Laser auf der gegenüberliegenden Seite der Durchflusszelle ange-
ordnet und das FSC Signal ist proportional zur Oberfläche oder zur Größe der Zelle. Zum anderen 
befindet sich 90° zum Laserstrahl angeordnet ein Photodioden (PD) Detektor zur Aufzeichnung des 
Seitwärtsstreulichts (SSC) der Zellen. Durch diese Anordnung ist es möglich Informationen über die 
Granularität und die intrazelluläre Komplexität der Zellen zu erhalten111. Dies kann z.B. hilfreich sein, 
um die Granularität NP exponierter Zellen mit der Aufnahmeanalyse der NP mithilfe der IBM zu kor-
relieren.  
Fluoreszenz 
Wenn Moleküle angeregt werden, können die Elektronen des betreffenden Moleküls durch 
Absorption eines Photons auf ein energetisches höheres Niveau angehoben werden. Das bedeutet, 
die Elektronen werden aus ihrem Grundzustand auf einen ersten oder zweiten energiereichen Singu-
lettzustand (S1 und S2) angehoben, welche zudem in einzelne Schwingungszustände untergliedert 
werden können (ν1, ν2, …). Es existieren verschiedene Möglichkeiten wie die Elektronen wieder in 
ihren thermisch ausgeglichenen Grundzustand gelangen können. Von besonderer biochemischer 
Bedeutung ist dabei die Fluoreszenz, welche deshalb hier als einzige definiert wird. Als Fluoreszenz ist 
der Übergang eines angeregten Elektrons, welches sich im ersten Singulettzustand S1 auf Schwin-
gungsniveau ν = 0 befindet, zurück in seinen Grundzustand S0, ν = 1 unter Emission eines Lichtquants. 
Das Spektrum der Fluoreszenz eines Moleküls besitzt stets eine Rotverschiebung gegenüber dem 
Absorptionsspektrum, was eine Verschiebung des Fluoreszenzspektrums hin zu größeren Wellenlän-
gen zur Folge hat. Die Relaxation aus S1 in S0 ist von vergleichsweise langer Lebensdauer, weshalb er 
für analytische Zwecke genutzt wird. 
Die Analyse der Fluoreszenz erfolgt in der Durchflusszytometrie im gleichen Winkel wie das 
Auffangen des Seitwärtsstreulichts. Hierzu wird eine Reihe Filter und optischer Spiegel verwendet, 
um die emittierte Fluoreszenz nach Wellenlänge aufzutrennen und entsprechend zu verarbeiten111. 
Auf diese Weise können spezifische Antikörper- oder DNA – Färbungen quantitativ analysiert wer-
den, denn das emittierte Licht wird von den Detektoren proportional zu seiner Intensität in entspre-






3.3.2 Annexin V/Propidiumiodid – Färbung zur Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose 
Zunächst wurden die NP hinsichtlich ihrer Fähigkeit zur Induktion von Apoptose und Nekrose 
untersucht. Eine Färbung der Zellen mit FITC - Annexin V (AV) und Propidiumiodid (PI) ermöglicht die 
Unterscheidung dieser beiden Arten des Zelltodes. Der Assay beruht auf der Membranintegrität der 
Zellen während der Apoptose (siehe Abbildung 10). Während der frühen Apoptose wird das auf der 
Innenseite der Zellmembran lokalisierte negativ geladene Phosphatidylserin (PS)113 durch das Enzym 
Flippase auf die Außenseite der Zellmembran transloziert114. PS dient dann als Signal zur Anlockung 
von Makrophagen, welche die sterbende Zelle phagozytieren sollen. Zudem hat es die Aufgabe eine 
Entzündungsreaktion durch die laufende Apoptose zu vermeiden, indem es die Bildung von Zytoki-
nen hemmt115. Annexin V bindet Ca2+ - abhängig an Phosphatidylserin (PS)116, 117, wodurch sich früh-
apoptotische Zellen spezifisch anfärben lassen, wenn die Integrität ihrer Zellmembranen noch nicht 
beeinträchtigt ist118. Als Gegenfärbung wurde Propidiumiodid eingesetzt. PI ist nicht zellpermeabel. 
Es kann lediglich Zell- und Kernmembranen passieren, wenn deren strukturelle Integrität nicht länger 
gegeben ist, was bei der Nekrose, sowie in der späten Phase der Apoptose der Fall ist119. Propidium-
iodid interkaliert nach Passage der Zell- und Kernmembran in doppelsträngige DNA und fluoresziert 
nach Anregung120. So werden PI – positive Zellen als nekrotisch oder bereits tot betrachtet und AV – 
positive Zellen als frühapoptotisch. Weiterhin ist es möglich, dass Zellen sowohl PI – positiv als auch 
AV – positiv sein können. Diese Zellpopulation wird als spätapoptotisch bezeichnet. Zum Ende der 
Apoptose lässt die strukturelle Integrität der Zellmembran nach und sie wird permeabler für PI und 
es kann sowohl DNA als auch PS markiert werden. Auch spätnekrotische Zellen tragen durch Doppel-
färbung zu dieser Population bei. Zudem wird die ungefärbte Zellpopulation als vital bezeichnet, da 
weder auf die Außenseite transloziertes PS detektiert werden kann, noch kann PI aufgrund der intak-
ten Zellmembran in die DNA im Zellkern interkalieren. 
 
Abbildung 10: Prinzip der Annexin V - PI Färbung zur Determination von Apoptose und Nekrose. Modifiziert nach i 
 
Für diese Untersuchung wurde der Annexin V:FITC Apoptosis Detection Kit verwendet. Alle 
Zellen wurden entsprechend der Herstellervorgaben des Kits gefärbt. Zunächst wurden NR8383 oder 




und anschließend mittels TE – Behandlung abgelöst, welche mit dem zuvor abgenommenem KM 
abgestoppt wurde. NR8383 AM wurden nach 15 - minütiger Inkubation bei Raumtemperatur (RT) 
durch leichtes Klopfen und Schwenken abgelöst. Nach abgeschlossener Vereinzelung der Zellen wur-
den diese bei 300xg und 4 °C für 5 min zentrifugiert und anschließend wurden die Zellen mit 1xPBS, 
welches Ca2+ und Mg2+ enthält, gewaschen. Ca2+-Ionen sind notwendig, um die Ca2+-abhängige Bin-
dung von AV an PS zu ermöglichen. Die Zellen wurden erneut wie oben beschrieben zentrifugiert und 
nachfolgend in 100 µl des AV/PI-Reaktionsgemisches resuspendiert. Das Reaktionsgemisch besteht 
pro Probe aus 100 µl 1x Bindepuffer, 2,5 µl Annexin V und 5 µl Propidiumiodid. Die Zellen wurden für 
15 min bei RT im Dunkeln inkubiert und die Reaktion wurde abschließend durch Zugabe von 400 µl 1x 
Bindepuffer abgestoppt. Pro Probe wurden 10.000 Zellen durchflusszytometrisch analysiert, wobei 
AV – positive Zellen in Fluoreszenzkanal 1 erscheinen und PI – positive Zellen in Fluoreszenzkanal 3. 
Wird Fluoreszenzkanal 1 gegen 3 aufgetragen, kann anhand der Verteilung der verschieden gefärbten 
Zellpopulationen der Anteil vitaler, früh- und spätapoptotischer sowie toter Zellen ermittelt werden 
(siehe Abbildung 9C). 
3.3.3 Bestimmung der Proliferationsrate mittels Click-it EdU Färbung 
Zur Bestimmung der Proliferationsrate der Zellen unter NP Einfluss wurde der Click-it EdU (5-
Ethynyl-2´-desoxyuridin) Assay verwendet. EdU wird als alkyl - funktionalisiertes Thymidinanalogon 
während der Replikation der DNA in diese eingebaut121. Mithilfe einer Cu – katalysierten Click – Reak-
tion zwischen dem Alkyl – Rest des EdU und dem Azid – Rest eines funktionalisierten Fluorophors 
werden diese Reste in einer selektiven, hoch effizienten Zykloaddition zu einem Triazol verbunden122 
(siehe Abbildung 11). Dementsprechend kann das in die DNA inkorporierte EdU markiert und detek-
tiert werden.  
 
Abbildung 11: Prinzip der selektiven Markierung Alkyl – funktionalisierter Moleküle mittels Click Chemie. grün: Alexa-488, 
blau: EdU. aus j 
 
Zur Durchführung dieser Untersuchung wurden NR8383 AM 24 h vor abgeschlossener NP Ex-
position mit 10 µM EdU inkubiert. Die Zellen wurden nach 24 h wie in Punkt 3.3.2 beschrieben geern-
tet. Die Zellen wurden 5 min bei 500xg zentrifugiert und anschließend in 1xPBS resuspendiert und 
erneut zentrifugiert. Im nächsten Schritt wurden die Zellen für 30 min mit 4 % Formaldehyd bei RT 




Triton X-100) resuspendiert und bis zur Färbung bei 4 °C gelagert. Vor Beginn der Färbung wurden die 
Zellen erneut zentrifugiert und anschließend in 73 µl des folgenden Reaktionscocktails resuspendiert: 
65,25 µl  100 mM Tris Base Puffer (pH8.5)  
1,5 µl   100 mM CuSO4 
0,75 µl  1 µM  Alexa Fluor 488 azide 
7,5 µl  500mM Ascorbinsäure 
 
Die Zellen wurden 30 min im Dunkeln inkubiert und anschließend wurde mit 3 µM PI in PBS 
(+ 0,1 % Triton X-100) eine Zellkernfärbung für 15 min im Dunkeln durchgeführt. Zuletzt wurden die 
Zellen erneut zentrifugiert und in PBS (+ 0,1 % Triton X-100) resuspendiert. Die Analyse der Zellen 
erfolgte durchflusszytometrisch. Positiv- und Negativkontrollen wurden stets mitgeführt. Eine Posi-
tivkontrolle wurde durch 48 - stündige EdU – Inkubation hergestellt, um eine Referenzprobe mit 
höchstmöglichem Anteil EdU+ Zellen zu generieren. Die Negativkontrolle enthielt kein EdU, wurde 
aber nach dem hier beschriebenen Verfahren gefärbt und diente der Ermittlung und dem Ausschluss 
eines unspezifischen Hintergrundes. 
3.3.4 Analyse der ROS Produktion nach NP – Exposition 
Ein weiterer Indikator für zytotoxische Folgen einer NP – Belastung ist eine erhöhte Produk-
tion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS). Zu den ROS gehören Radikale wie das Hydroxylradikal HO., das 
Superoxid – Anion O2.-, H2O279, Hydroperoxid ROOH, O3, Hypochlorit – Anion OCl-, das Peroxylradikal 
ROO., das Alkoxylradikal RO. Und Singulett – Sauerstoff 1O2123. ROS werden von Zellen in den Mito-
chondrien generiert, aber auch als zelluläre Antwort auf Xenobiotika, Zytokine oder Bakterien. Oxida-
tiver Stress definiert sich daher als ein Ungleichgewicht von Oxidantien und Antioxidantien zugunsten 
der Oxidantien. Eine exzessive ROS Produktion kann dabei die Kapazitäten der zellulären Schutzme-
chanismen übersteigen und es kommt zu Lipid-, Protein- und DNA – Schäden. In physiologischer Wei-
se sind sie beispielsweise an der Zellproliferation oder dem Überleben der Zelle beteiligt79.  
Zur Detektion von ROS wurde der nicht – fluoreszente ROS Indikator CM-H2DCFDA (5-6-
Chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetat) verwendet. Dieser generelle Indikator kann 
passiv in die Zellen diffundieren, wo er nach Deacetylierung zu DCFH durch intrazelluläre Esterasen 
nicht erneut aus der Zelle hinaus diffundieren kann. Die Chlormethylgruppe des Moleküls bindet 
kovalent an intrazelluläre Thiolgruppen (R-SH), welche die Rückhaltung des Farbstoffes in der Zelle 
verbessern soll. Eine anschließende zwei Elektronen Oxidation durch intrazelluläre ROS führt zur 





Abbildung 12: Mechanismus der intrazellulären ROS Detektion mithilfe von CM-H2DCFDA124. 
 
Zur Quantifizierung der ROS Produktion relativ zur unbehandelten Kontrolle wurden die Zel-
len nach abgeschlossener Exposition dem Zelltyp entsprechend geerntet (siehe Punkt 3.3.2) und an-
schließend für 30 min bei 37 °C und 5 % CO2 mit 2 µM CM-H2DCFDA inkubiert. Anschließend wurden 
die Zellen 5 min bei 300xg zentrifugiert und es folgte eine 45 – minütige Inkubation der Zellen mit 
vollständigem Kulturmedium bei 37 °C und 5 % CO2, um zusätzliche Zeit für die Deacetylierung des 
Farbstoffes zu gewährleisten. Es wurde erneut für 5 min bei 300xg zentrifugiert und die Zellen in 
1xPBS resuspendiert. Es wurden jeweils 10.000 Zellen pro Probe gemessen und jeweils der Median 
der Fluoreszenz in Kanal 1 relativ zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. 
3.3.5 Analyse des mitochondrialen Transmembranpotenzials ΔΨm 
Das mitochondriale Transmembranpotenzial wird durch Protonenpumpen generiert und ist 
ein essentieller Bestandteil der Energiespeicherung während der oxidativen Phosphorylierung in den 
Mitochondrien125. Dieses Potenzial zwischen der Mitochondrienmatrix und dem Intermembranraum 
ist essentiell für die energetische Kopplung von Stoffwechselprozessen. Es entsteht sowohl ein elekt-
risches Potenzial als auch ein Protonengradient125. Eine Reduktion des mitochondrialen Transmem-
branpotenzials wird während der Apoptose beobachtet126. Eine Depolarisation der Mitochondrien-
membran gilt als Schwelle zur Apoptose und als „point of no return“, denn es folgt die anschließende 
Freisetzung von z.B. Cytochrom c125. 
Zur Analyse des mitochondrialen Transmembranpotenzials wurde der lipophile, kationische 
Farbstoff JC-1 (5,5,6,6-Tetrachloro-1,1,3,3-tetraethylbenzimidazolylcarbocyanin Iodid), welcher sich 




dort in vitalen Mitochondrien Aggregate bildet, verwendet (siehe Abbildung 13). Die Monomere 
weisen eine grüne Fluoreszenz auf. In apoptotischen Zellen kommt es aufgrund der Depolarisation 
der Mitochondrienmembran zu einem Zusammenbruch des Transmembranpotentials und zum Zer-
fall der Aggregate und folglich zu einer Freisetzung der Monomere aus den Mitochondrien in das 
Zytoplasma127.  
 
Abbildung 13: Funktionsprinzip der JC-1 Färbung zur Detektion der Veränderungen im mitochondrialen Transmembran-
potenzial ΔΨm. Modifiziert nach126. 
 
In vitalen Zellen bildet dieser Farbstoff in Abhängigkeit von Membranpotenzial und Konzent-
ration Aggregate innerhalb der Mitochondrien, welche aufgrund ihrer Größe dieses nicht wieder 
verlassen können. Die gebildeten JC-1 Aggregate weisen eine rote Fluoreszenz auf128. Das Verhältnis 
von roter zu grüner Fluoreszenz kann dann verwendet werden, um eine Aussage über die Vitalität 
der Mitochondrien treffen zu können126. Die JC-1 Färbung bietet weiterhin den Vorteil, dass die Re-
duktion des mitochondrialen Transmembranpotenzials quantitativ analysiert werden kann125. 
Zur Durchführung dieses Assays wurden die Zellen wie in Punkt 3.3.2 beschrieben geerntet 
und nach Angaben des Herstellers gefärbt. Anschließend wurden die Zellen in Kulturmedium mit 
Färbelösung im Verhältnis 1:1 für 10 min unter Zellkulturbedingungen inkubiert. Die Färbelösung 
besteht aus 1x JC-1 Puffer und 30 µM JC-1 in H2O. Anschließend wurden die Zellen bei 300xg für 
5 min zentrifugiert und mit eiskaltem 1x JC-1 Puffer gewaschen, erneut zentrifugiert und in eiskaltem 
1x JC-1 Puffer resuspendiert. Als Positivkontrolle diente 900 nM Valinomycin, welches als Kalium 
Ionophor das mitochondriale Membranpotenzial zerstört129. Es wurden 10.000 Zellen pro Probe 
durchflusszytometrisch analysiert (Monomere: Fluoreszenzkanal 1; Aggregate: Fluoreszenzkanal 2) 
und das rot/grün – Verhältnis anhand der Medianwerte der Fluoreszenzintensitäten von FL 1 und 
FL 2 bestimmt. 
3.3.6 Nicoletti – Assay zur Analyse der Verteilung der Zellzyklusphasen 
Zur Analyse des Zellzyklus wurde der sogenannte Nicoletti Assay verwendet. Diesem Test 
liegt eine Färbung der gesamten DNA einer Zelle zugrunde, um den DNA-Gehalt zu bestimmen und 




Ebenso können mithilfe dieses Assays hypodiploide (< 2n, Sub – G1) Zellpopulationen detektiert wer-
den. Diese entstehen, da in apoptotischen Zellen die spezifische DNA Fragmentierung zur Bildung 
kleiner oligonucleosomaler Untereinheiten und einem partiellen Abbau von DNA führt130, 131. Diese 
Zellen können anhand der DNA Färbung von normalen diploiden Zellen (2n) unterschieden wer-
den131. Weiterhin können Zellen identifiziert werden, welche sich in der S – Phase (>2n) und in der 
G2/M – Phase (>4n) anhand ihres DNA – Gehaltes identifiziert werden. 
Um diese Untersuchung durchzuführen, wurden NR8383 AM zunächst wie in Punkt 3.3.2 be-
schrieben geerntet, bei 300xg für 5 min zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen mit 1xPBS ge-
waschen und erneut zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in 100 µl „Nico-
letti – Färbelösung“ resuspendiert. Diese Färbelösung besteht aus 0,1 % Natriumcitrat, 30 µg/ml PI 
und 0,1 % Triton X-100 in PBS. Die Zellen wurden 24 h bei 4 °C inkubiert und anschließend wurden 
20.000 Zellen pro Probe durchflusszytometrisch analysiert.  
3.3.7 TNFα- und CXCL-1 ELISA zur Bestimmung der Zytokinfreisetzung von AM 
Um das Toxizitätsprofil der NP zu vervollständigen, wurde mittels ELISA (Enzyme-Linked-
Imunnosorbent-Assay) die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine durch exponierte AM be-
stimmt. Hierzu ausgewählt wurde zum einen die Untersuchung der Freisetzung von CXCL-1 (Chemo-
kine C-X-C-motif Ligand 1). CXCL-1 ist ein Chemoattraktant und Aktivator für neutrophile Granulozy-
ten132, Basophile, Eosinophile, Monozyten, glatte Muskelzellen und Lymphozyten133 und wird von 
Makrophagen, Neutrophilen und Epithelzellen exprimiert134. Hier wurde seine Freisetzung nach NP 
Exposition untersucht, um einen Rückschluss auf inflammatorische Prozesse und eine potenzielle 
Infiltration von Neutrophilen in vivo ziehen zu können. Zum anderen wurde die Freisetzung von TNF-
α aus NP exponierten AM bestimmt, da TNF-α eine Schlüsselrolle in der Inflammation einnimmt und 
als Marker für akute Entzündung gilt. Es ist ein Akutphaseprotein, welches eine Zytokin – Kaskade 
iniziiert, die vaskulare Permeabilität erhöht und die Rekrutierung von Makrophagen und Neutrophi-
len induziert. Es wird von Immunzellen exprimiert und ist zusätzlich zu seiner Rolle als Akutphasepro-
tein auch an einer Reihe zellulärer Prozesse beteiligt, wie beispielsweise, Zelltod oder –überleben, 
Differenzierung, Proliferation und Migration, die Regulation des zirkadianen Rhythmus und der Re-
modellierung bzw. dem Ersatz seneszenten oder verletzten Gewebes135.  
Die Detektion dieser Zytokine wurde in Form eines Sandwich ELISAs durchgeführt. Das Prin-
zip dieser Methode ist in Abbildung 14 dargestellt. Bei dieser ELISA Technik werden zwei Antikörper 
gegen das gleiche Antigen verwendet, welche aber affin zu verschiedenen Epitopen auf dem Antigen 
sind. Der erste sogenannte „Capture“ – Antikörper wird auf einer festen Phase (Mikrotiterplatten) 




ten Antikörpern gebunden werden. Nach extensivem Waschen, um die nicht gebundenen Proteine 
zu entfernen, wird ein zweiter, biotinylierter Antikörper zur Detektion verwendet. Eine Streptavidin – 
gekoppelte Meerrettich Peroxidase wird dann durch die hoch – affine Bindung von Biotin an Strept-
avidin an den Antikörper – Antigen – Komplex gebunden. Im Anschluss wird TMB (Tetramethylbenzi-
din) als Substratlösung appliziert, welche von der Peroxidase zu einem blauen Farbstoff umgesetzt 
wird. Wird nun Schwefelsäure hinzugegeben, folgt ein erneuter Farbumschlag zu gelb und die Ab-
sorption kann bei 450 nm analysiert werden. Zudem wird stets eine Standard – Verdünnungsreihe 
des entsprechenden Antigens mitgeführt, welche eine quantitative Analyse der Antigen Konzentrati-
on anhand der gemessenen Absorptionen bekannter Konzentrationen des Antigens ermöglicht. Der 
Vorteil dieser ELISA Technik ist, dass sie 2 – 5 – fach sensitiver ist als andere ELISA Techniken136. 
 
Abbildung 14: Funktionsprinzip eines Sandwich ELISA. aus k 
 
Nach abgeschlossener NP Exposition der NR8383 AM wurden die Platten unter Zuhilfenahme 
eines Plattenrotors für 10 min bei 1000xg zentrifugiert, um die Zellüberstände von NP und toten Zel-
len zu separieren. Die Zellüberstände wurden in frische Mikrotiterplatten überführt und bis zur 
Durchführung des ELISAs bei -20 °C gelagert. Die Durchführung der ELISAs erfolgte nach Angaben des 
Herstellers. Neben den im Kit vorhandenen Reagenzien und Antikörpern wurden folgende Lösungen 
verwendet: 
1xPBS 
Waschpuffer: 0,05 % Tween® 20 in 1xPBS, pH7.4 
Reagent Diluent: 1 % BSA in 1xPBS, pH7.4 
Substratlösung: TMB 
Stoplösung: 2 N H2SO4 
 
Zu Beginn wurden Mikrotiterplatten mit Capture Antikörper (CXCL1 final: 0,4µg/ml, TNF-α fi-
nal: 4 µg/ml in PBS) über Nacht bei RT beschichtet. Anschließend wurden die Platten 3x mit Wasch-




ausgeklopft, um jegliche Flüssigkeitsreste zu entfernen. Im nächsten Schritt wurden die beschichte-
ten Platten durch Zugabe des Reagent Diluent für mindestens 1 h bei RT blockiert, um alle unspezifi-
schen Bindungsstellen durch Albumin abzu-
decken. Es wurde erneut wie oben beschrie-
ben gewaschen. Zur Überprüfung sowie zur 
Quantifizierung der Proteinkonzentration in 
den Zellüberständen der exponierten AM 
wurde eine CXCL1- bzw. TNF-α – Standard-
verdünnungsreihe in Reagent Diluent herge-
stellt. Beginnend bei 2000 pg/ml (CXCL1) bzw. 
4000 pg/ml (TNF-α) wurden acht serielle 1:1 
Verdünnungen bis zu 15,63 pg/ml (CXCL1) 
bzw. 31.25 pg/ml (TNF-α) hergestellt. Nun 
folgt die Zugabe der unverdünnten Zellüber-
stände bzw. des Proteinstandards zu den in 
der Platte verankerten Capture Antikörpern. Dieses Gemisch wurde nach Versiegelung der Platten für 
mindestens 2 h bei RT inkubiert und anschließend wurde wie oben beschrieben gewaschen. An-
schließend wurden 50 ng/ml des biotinylierten Detektionsantikörper in Reagent Diluent zu dem Anti-
körper – Antigen – Komplex gegeben und nach Versiegelung der Platten für weitere 2 h bei RT inku-
biert. Es erfolgte erneut ein Waschschritt, wie oben beschrieben. Anschließend wurde die Streptavi-
din – gekoppelte Meerrettich Peroxidase (HRP) in 200 – facher Verdünnung in Reagent Diluent zuge-
geben und für 20 min bei RT lichtgeschützt inkubiert. Es wurde erneut wie oben beschrieben gewa-
schen und anschließend TMB als Substratlösung für die HRP zugegeben. Nachdem ein Farbumschlag 
zu blau zu beobachten war, aber spätestens nach 30 min wurde die Reaktion mit 2 N H2SO4 abge-
stoppt, wodurch ein Farbumschlag zu gelb erfolgte. Die Absorption der Proben wurde bei 450 nm 
gemessen. Zur Korrektur von Störfaktoren wurde bei einer Referenzwellenlänge von 570 nm gemes-
sen. Anhand der Standardverdünnungsreihe kann nun eine Eichgerade zur Proteinquantifizierung 
erstellt werden (siehe Abbildung 15). Hierzu werden die Konzentrationen des entsprechenden Stan-
dardproteins gegen die gemessene, korrigierte Absorption aufgetragen und linear angepasst. Aus der 
linearen Anpassung der Datenpunkte ergibt sich eine lineare Funktion, welche zur Berechnung der 
Zytokinkonzentration in den Zellüberständen genutzt wird. 
















Schnittpunkt mit der y-Achse: 0.035
Steigung: 0.000226
y = 0.000226x + 0.035
R² = 0.99879
Abbildung 15: Eichgerade eines ELISA am Bespiel der CXCL1 
Detektion. Es wurden die Konzentrationen des CXCL1 Standards 





3.4 Markierungs - und zerstörungsfreie Bildgebungsverfahren 
IBM und CRM sind zerstörungs- und markierungsfreie Bildgebungsverfahren, welche eine De-
tektion, Identifizierung, 3D Visualisierung mit hoher Auflösung ermöglichen und zur semi - bzw. voll-
ständigen Quantifizierung von NM in biologischen Matrizes befähigen. Im Folgenden werden die 
theoretischen Grundlagen, apparativer Aufbau und die Messverfahren dieser molekularen bzw. ele-
mentbasierten Techniken im Detail erläutert. 
3.4.1 Ionenstrahlmikroskopie (IBM) 
Alle ionenstrahlmikroskopischen Messungen wurden an der LIPSION Nanosonde der Univer-
sität Leipzig durchgeführt. Die Ionenstrahlmikroskopie, ist ein markierungsfreies Verfahren zur quan-
titativen Analyse der Elementverteilung. Insbesondere die Ausstattung der LIPSION Nanosonde der 
Universität Leipzig bietet verschiedene Analyse- und Modifikationsoptionen, welche über Element-
analyse, Rückstreuspektroskopie bis hin zu Ionenstrahlschreiben und Implantation von Ionen 
reicht137. Die IBM wurde in der vorliegenden Arbeit zusätzlich zur Elementquantifizierung ebenso zur 
Untersuchung der Kolokalisation von Elementen auf Einzelzellebene oder der Internalisierung von NP 
durch Zellen sowie Homöostasestörungen angewendet. 
3.4.1.1 Grundlagen 
Grundlagen der quantitativen Anwendung der IBM zur Untersuchung der Aufnahme von NP 
in Zellen und Geweben sowie anderen biologischen Proben, bilden die micro-Proton-induced X-Ray 
Emission (µPIXE, deutsch: Protonen – induzierte Röntgenemission) und die micro-Rutherford Back-
scattering Spektroskopie (µRBS, deutsch: Rutherford Rückstreu), welche in Kombination die Quantifi-
zierung der in der Probe vorhandenen Elemente ermöglicht. 
µPIXE 
Die PIXE Spektroskopie ermöglicht eine markierungsfreie, räumlich aufgelöste Analyse der 
Elementverteilung in verschiedensten Proben. Sie erlaubt eine Quantifizierung der von Matrix - und 
Spurenelementen über die gesamte Zelle sowie in die Tiefe. Wenn die akkumulierte Ladung sowie 
Detektorwinkel und –effizienz und die Wirkungsquerschnitte der Röntgenlinien bekannt sind, liefert 
die µPIXE aufgrund des hohen Durchdringungsvermögens von Protonen Informationen über die 





Trifft ein beschleunigter, geladener Partikel, hier Protonen aus dem Protonenstrahl, auf ein 
Targetatom kann das auftreffende Proton ein Elektron aus seiner Schale heraus schlagen (Abbildung 
16A). Die so entstehende Vakanz wird dann durch ein Elektron aus einer höheren Schale aufgefüllt. 
Dabei wird Energie eines charakteristischen Betrags frei. Dieses so entstehende Röntgenspektrum 
besteht aus einem kontinuierlichen Hintergrund zusammen mit einer charakteristischen Röntgenlinie 
des Targetatoms137. Der entstehende kontinuierliche Hintergrund dehnt sich bis zu Energien von 
10 keV aus und entsteht durch Primärprotonenbremsstrahlung, Elektronenbremsstrahlung und Kern-
reaktions – γ – Strahlen, wobei die Elektronenbremsstrahlung den Hauptteil beiträgt. Die Brems-
strahlung stellt eine Hauptdeterminante des Detektionslimits für jedes beliebige Element dar. 
 
Abbildung 16: Schematische Darstellung der Ereignisse im Targetatom bei Auftreffen des Protonenstrahls (A). STIM: 
Scanning Transmission Ion Microscopy (deutsch: Raster-Transmissionsionen-Mikroskopie) Modifiziert nach 4. Energieni-
veaus und Röntgenübergänge nach quantenmechanischen Auswahlregeln am Beispiel eines schweren Atoms (B). aus h 
 
Die charakteristischen Röntgenlinien werden durch die Energieniveaus der Elektronen der 
Atome gestaltet. Um dies anschaulich darzustellen, wird sich des Bohr´schen Atommodells bedient 
(siehe Abbildung 16B). Wird nun durch Einwirkung eines hochenergetischen Protons ein Elektron aus 
der K-Schale herausgeschlagen und die entstandene Vakanz durch ein Elektron einer höheren Schale 
aufgefüllt, so wird die K - Linie genannt. Kommt das auffüllende Elektron aus der L-Schale des Atoms, 
so handelt es sich um die Kα - Linie, kommt das Elektron aus der M-Schale, wird die Röntgenlinie Kβ - 
Linie genannt. Diese Nomenklatur gilt analog für alle weiteren Schalen des Atoms. Die resultierenden 
Röntgenlinien können in Serien zusammengefasst werden, wobei sich die relativen Intensitäten der 
einzelnen Linien innerhalb einer Serie zumeist stark voneinander unterscheiden138. Aus den charakte-









./   Gleichung (5) aus 138 
NA - Avogadro - Konstante 
ωz - Fluoreszenzausbeute des Elektonenübergangs 
bX - rel. Intensität der Linie innerhalb der Röntgenserie 
ε - Detektionseffizienz des Röntgendetektors 




cZ - Massenkonzentration des emittierenden Elements 
AZ - Massenzahl des emittierenden Elements 
E0 - Inzidenzenergie der Ionen 
Et - Energie der Ionen nach Transmission der Probe 
σZ(E) - Ionisationsquerschnitt 
S(E) - Bremsvermögen der Probe 
TZ(E) - Transmissionsfaktor der Probe. 
 
Im Allgemeinen gelingt eine effektive Detektion von K – Röntgenlinien für Elemente mit einer 
Ordnungszahl (Z) zwischen 20 und 40. L – Röntgenlinien werden am effektivsten von Atomen mit Z > 
50 detektiert. Die Detektoreffizienz ε eines Röntgendetektors ist abhängig vom Raumwinkel ΩPIXE, 
dem Transmissionsvermögen T(Ex) des Absorbers zwischen Röntgenquelle und Detektorkristall und 
dem Absorptionsvermögen des Detektorkristalls A(Ex):  
0(/1) = Ω3456

7(/1)8(/1)    Gleichung (6) 
wobei 
 7(/1) =  ∏ 7:(/1):;<      Gleichung (7) 
T(Ex) das Produkt der Transmissionsvermögen aller N zwischen Röntgenquelle und Detektorkristall 
befindlichen Absorber ist138. So liefern Atome mit 20 < Z < 40 und Z > 75 die beste µPIXE Ausbeute. 
Das Detektionslimit der µPIXE Spektroskopie ist jedoch nicht ausschließlich von der Bremsstrahlung 
abhängig. Ebenso spielen Strahlströme und die Ordnungszahl (Z) der Atome eine Rolle. Die höchste 
Ausbeute der µPIXE wird mit Protonenenergien von 2 – 3 MeV erreicht. Hinzu kommt, dass die Dicke 
der Probe eine große Rolle spielt. Werden sehr dünne Proben von einigen µm gemessen, verlieren 
die beschleunigten Protonen beim Durchtritt durch die Probe nur sehr wenig Energie und die Schwä-
chung der Röntgenstrahlung ist vernachlässigbar. In dicken Proben werden die Inzidenzprotonen in 
der Probe gestoppt und die Absorption der Röntgenlinien steigt und erschwert eine Berechnung der 
Ausbeute. In dünnen Proben ist es daher möglich Spurenelemente im ppm – Bereich zu detektieren. 
Eine weitere Steigerung des Detektionslimits bietet die Fokussierung des Protonenstrahls auf einige 
µm (µPIXE) und damit eine hohe räumliche Auflösung, wodurch die absolute Sensitivität auf bis zu 
10-15 g steigt137. Die Nachweisgrenze (MDL - Minimum Detection Limit) ist diejenige Konzentration cZ, 
aber der ein Element mit einer bestimmten Sicherheit nachzuweisen ist: 







     Gleichung (8) 
Dies tritt ein, wenn für die Peakfläche YZ ≥ 3√NB gilt. NB entspricht dabei dem Untergrund innerhalb 




Die µPIXE verglichen mit Elektronen – basierter Röntgenemission bietet zum einen den Vor-
teil, dass Protonen tiefer in die Probe eindringen können, was eine Einzelzellanalyse erlaubt und so-
mit Matrix- und Spurenelemente quantifizierbar werden. Zum anderen hat Protonen – induzierte 
Röntgenemission einen höheren Wirkungsquerschnitt in der Erzeugung der Röntgenstrahlung und 
die Bremsstrahlung ist geringer. Dies führt zu einem besseren Signal – zu – Rauschen – Verhältnis und 
erlaubt eine Quantifizierung von Spurenelementen in sehr geringen Konzentrationen mit hoher Ge-
nauigkeit137, 139, 140.  
µRBS 
Als Rutherford Backscattering wird die elastische Rückstreuung von Inzidenzteilchen (hier 
Protonen) an Atomkernen bezeichnet (siehe Abbildung 16A). Die Methode beruht auf der Messung 
der Energie des rückgestreuten Protons in einem definierten Winkel von 178 °, um die Masse des 
rückstreuenden Atomkerns ermitteln zu können. Trifft ein Proton auf einen Atomkern und wird 
durch die Coulombwechselwirkungen zurück gestreut, verliert das Proton eine definierte Menge an 
Energie beim Eintritt in die Probe sowie beim Wiederaustritt, was das Ermitteln der Tiefe des rück-
streuenden Atomkerns innerhalb der Probe ermöglicht137. Die Rückstreuausbeute YRBS,i für eine aus 
einem Element bestehende Schicht i der Dicke NTi (N - Atomdichte, Ti - geometrische Dicke der 
Schicht) berechnet sich wiefolgt138: 
GH+,: =  I(/:)JK
LM
'NOP&
   Gleichung (9) 
Ω - Raumwinkel des Detektors 
Q - akkumulierte Ladung 
Θ - Rückstreuwinkel 
σ(Ei) - differentieller Streuquerschnitt gemittelt über den Raumwinkel Ω (dσ/dΩ) 
 
Rückstreuausbeuten für Schichten, welche aus mehreren Elementen bestehen, werden durch 
Addition der entsprechenden Rückstreuausbeuten ermittelt. Die Identifikation eines Elements erfolgt 
über dessen Rückstreukante. Eine Schichtdickenbestimmung mittels RBS ist wie in 138 beschrieben 
möglich. Die Profilierung der Probe in z – Richtung ermöglicht eine Auflösung der NP Aufnahme in 
Zellen, denn anhand der Rückstreuenergie der NP kann festgestellt werden, ob sich diese innerhalb 
der Zelle befinden oder außen auf der Zellmembran (Internalisierung). Die RBS liefert folglich Infor-
mationen über die Dicke der Probe, die Komposition der Matrixelemente (C, N, O) und der lokal ak-
kumulierten Ladung141. 
Kopplung von µPIXE mit µRBS 
Die Kombination der beiden vorangehend vorgestellten spektroskopischen Techniken ver-




in der Probe vorkommenden Elemente. Die µRBS liefert dazu Informationen über die Matrixkomposi-
tion, die Inzidenzladung des Protonenstrahls und eine Tiefenprofilierung. Zeitgleich kann mittels 
µPIXE eine Analyse der Matrix- und Spurenelemente stattfinden. Zusätzlich werden leichte Elemente 
(C, N, O) sehr gut mithilfe der µRBS aufgelöst. Diese sind mittels µPIXE nicht detektierbar, aber not-
wendig für die Massennormalisierung der µPIXE Daten und die Absorptionskorrektur der Röntgenli-
nien137. Für C – basierte biologische Proben liefert die IBM quantitative Ergebnisse für wichtige Spu-
renelemente wie Fe, Cu und Zn mit einer Sensitivität im ppm (parts per million) Bereich. Es lässt sich 
sagen, dass die µPIXE die einzige Technik ist, welche ortsauflösend Sensitivitäten im ppm Bereich 
bietet und dabei eine hohe Genauigkeit hat137. 
3.4.1.2 Experimenteller Aufbau und Funktionsprinzip der LIPSION Nanosonde der Universität 
Leipzig 
Das LIPSION Ionenstrahllabor wurde 1998 in Betrieb genommen und stellt eine der weltweit 
leistungsfähigsten Anlagen dieser Art dar. Die Anlage besteht aus einem 3,5 MeV SingletronTM Ionen-
beschleuniger und einer 
Ionennanosonde zur orts-
aufgelösten Analyse. Zu-
dem verfügt sie über eine 
weitere RBS/PIXE/ Chan-
neling – Messkammer, 
welche hier jedoch nicht 
weiter erklärt wird. In 
Abbildung 17 ist der Auf-
bau der LIPSION Ionenna-
nosonde schematisch dar-
gestellt. Der 3,5 MeV Sin-
gletronTM Ionenbeschleu-
niger ist ein elektrostatischer Linearbeschleuniger142, in dem positiv geladene Ionen in einem elektri-
schen Gleichfeld beschleunigt werden und ein langzeitstabiler Ionenstrahl mit hoher Brillianz ent-
steht. Zur Strahlerzeugung wird eine Hochfrequenz – Ionenquelle verwendet, bei der ein Gas (Was-
serstoff oder Helium) in einem Entladegefäß durch ein elektromagnetisches Hochfrequenzfeld ioni-
siert wird. Die so im Plasma erzeugten Ionen werden durch eine Saugelektrode extrahiert und in das 
Beschleunigungsrohr eingeleitet. In diesem Beschleunigungsrohr werden die Ionen mithilfe einer 
Diodenkaskade (Cockroft-Walton-Prinzip), welche die Gleichrichtung und die Vervielfachung der ein-
gekoppelten Spannung gewährleistet, beschleunigt. Der so erzeugte Ionenstrahl muss nun unter 
Abbildung 17: Schematischer Aufbau der LIPSION Ionennanosonde. (modifiziert nach2




Hochvakuum (ca. 10-8 mbar) durch ein Strahlführungssystem zur Nanosonde geleitet werden (siehe 
Abbildung 18). Zunächst kann mithilfe der Steerer, elektrostatische Ablenkplatten, die Feinjustage 
der Strahllage in horizontaler und vertikaler Richtung erfolgen.  
 
Abbildung 18: Strahlführung der LIPSION Nanosonde. Strahlführung von (A) Singletron Beschleuniger über 90° Magnet (B) 
zur Probenkammer. aus 4 
 
In der Strahlführung steht nun ein 90° Magnet, welcher als doppeltfokussierender Ablenk-
magnet eine Selektion der Ionen nach Masse und Energie ermöglicht. D.h. die Ionenart, H+ oder H2+, 
und Ionen gewünschter Energie können ausgewählt werden2, 4. Der so entstandene Ionenstrahl wird 
nun zur Fokussierung durch ein mehrteiliges Strahlrohr geleitet, welchem zwei Quadrupollinsenpaare 
im Abstand von 2,5 m zueinander aufgesetzt sind. Sie dienen als zwei separate Fokussiersysteme. Der 
letzte Quadrupol hat einen ausreichenden Abstand zur Probe und zur vorgelagerten Rastereinheit. 
Zudem sind im Strahlengang Objekt- und Aperturblenden positioniert, welche mit einem Durchmes-
ser von 100 und 300 µm zur Messung verwendet wurden. Die Rastereinheit besteht aus zwei senk-
recht zueinander und senkrecht zum Strahl stehenden Spulenpaaren, welche durch Erzeugung eines 
Magnetfeldes das punktweise Abrastern der Probe ermöglichen2, 4. Die Größe des Messbereichs kann 
von 12,5x12,5 µm² bis 3200x3200 µm² variiert werden. Innerhalb der Probenkammer befinden sich 
ein ringförmiger RBS Detektor auf der Strahlachse, sowie in einem Röntgenabnahmewinkel von 135° 
ein PIXE Detektor. Der PIXE Detektor ist ein High Purity Germanium Detektor (Canberra, Conneticut, 
USA) mit 95 mm² aktiver Fläche. Der Detektor ist zusätzlich mit einer 60 µm dicken Polyethylenfolie 
versehen, um das Eindringen rückgestreuter Ionen zu verhindern141. Die Energieauflösung dieses 
Detektors liegt bei < 150 keV (bei 5,9 keV) und besitzt gegenüber Si(Li) – Detektoren den Vorteil, dass 
ein größerer Raumwinkel entsteht, wodurch sich die Detektoreffizienz verbessert2. Eine Genauigkeit 
der PIXE Analysen im ppm Bereich von 3 – 5 % für die Quantifizierung von Haupt- und Nebenelemen-
ten, sowie < 10 % für die Quantifizierung von Spurenelementen kann erreicht werden143. Der auf der 




Detektor. Er ist in einer Entfernung von 40 mm zur Probe mit einem Raumwinkel von Ω = 0,00882 
angeordnet2. 
Auf einer Verschiebeschiene hinter der Probe befinden sich ein rückwärtiges Mikroskop, ein 
STIM Detektor und ein Faradaybecher. Mithilfe eines motorisierten Probentisches lassen sich die 
Proben in x-, y- und z – Richtung im Strahlengang positionieren. Ladungsmessungen innerhalb der 
Probenkammer erfolgen über eine Klemmverbindung zum Probenhalter und den Faradaybecher 
hinter der Probe2. Durch eine Unterdrückung von Sekundärelektronen, welche die Ladungsmessung 
verfälschen, befindet sich in einem Abstand von 40 mm zum Probenhalter eine Leiterschleife, an der 
ein Potenzial von -250 V anliegt. 
3.3.2.3 Probenpräparation und Messverfahren der Ionenstrahlmikroskopie 
Zur ionenstrahlmikroskopischen Analyse wurden die Zellen in eigens angefertigten Kulturge-
fäßen herangezüchtet (siehe Abbildung 19). Diese bestehen aus einem großen äußeren und einem 
passgenauen inneren Ring. Der innere Ring 
entspricht in seiner Größe und Fläche der 
Kavität einer 6 – well Platte. Zwischen diese 
Ringe wird eine 4 µm dünne Polypropylenfo-
lie (PP – Folie) gespannt. Vor Assemblierung 
der Anzuchtschalen wurden alle Einzelteile 
mit EtOH, H2O2 und UV – Bestrahlung sterili-
siert. Die PP – Folie wird mit humanem Su-
perfibronektin (finale Konzentration: 5 µg/ml 
in 1xPBS) bei 37 °C und 5 % CO2 für 2 h be-
schichtet. Die Beschichtung wurde anschließend dreimal mit 1xPBS gewaschen und die Zellen darauf 
ausgesät. Nach 24-stündiger Inkubation unter Zellkulturbedingungen erfolgte die NP – Exposition. 
Nach abgeschlossener Exposition wurden die Zellen mit 1xPBS gewaschen und für 10 min bei 4 °C mit 
-20 °C kaltem Methanol fixiert. Anschließend erfolgte ein weiterer Waschschritt mit Methanol. Die 
Proben wurden luftgetrocknet und mithilfe von leitendem, doppelseitig haftendem Kohlenstoffkle-
beband auf Metallrahmen aufgezogen, sodass zur Analyse nur zu untersuchende Zellen auf PP Folie 
in den Protonenstrahl eingebracht werden. Nach abgeschlossenen in vitro Expositionsversuchen 
wurden zwischen 15 - 36 Zellen pro Kondition gemessen. 7 µm dicke Lungengefrierschnitte wurden 
direkt auf PP – Folie aufgezogen und bis zur Fixierung bei -20 °C gelagert. Nach dem Auftauen wur-
den die Schnitte kurz mit 1xPBS gewaschen und anschließend wie bereits für die Zellpräparation be-
schrieben fixiert und für die ionenstrahlmikroskopische Analyse vorbereitet. Die Anzahl der gemes-
Abbildung 19: Kultivierungsschalen und Metallrahmen für 





senen Lungenkompartimente liegt zwischen 15 - 23 AS, 5 - 15 AM, 5 - 16 Bronchioli, 1 - 6 Gefäße pro 
Kondition. NP Proben wurden generiert, indem die NP in geringen Konzentrationen (10 µg/ml) direkt 
auf die gereinigte PP-Folie gegeben und luftgetrocknet wurde. Zum Einbau der Proben wird die 
Messkammer evakuiert. Die Proben werden in einen Probenrahmen eingespannt und in der Mess-
kammer verankert. An den Probenrahmen wird eine Klemmverbindung angelegt, welche zur La-
dungsmessung dient. Alle Teile, welche an der Befestigung der Proben beteiligt sind, müssen leitend 
sein. Anschließend wurde erneut Vakuum angelegt bis zu einem Druck von 10-7 mbar. Nach ca. 20min 
stellte sich die Messbereitschaft ein. Zu Beginn jedes Messtages wurde der Protonenstrahl unter 
Verwendung eines Kupfergitters (12,47 µm Stegabstand) auf ca. 1 µm Strahldurchmesser fokussiert. 
Anschließend wurden täglich mindestens vier Oberflächenelemente, hier PP – Folie, Cu – Gitter so-
wie zwei bis drei verschiedene NP auf PP – Folie, bei einem PIXE Detektorabstand von 30,3 mm (aus-
genommen Cu: 44,1 mm), einer Verweilzeit von 250 µs pro Punkt und einem Messfeld von 
25x25 µm² gemessen, um die Energie/Kanal – Kalibrierung der RBS Spektroskopie durchführen zu 
können (siehe Abbildung 20). Alle Messungen wurden mit 2,25 MeV, einer Verweilzeit von 250 µs 
pro Punkt, Strahlströmen zwischen 0,5 bis 1 nA und einem Detektorabstand von 30,3 mm durchge-
führt.  
 
Abbildung 20: Beispiele für die Kalibrierung von PIXE (A) und RBS (B). (C) Detektoreffizienz des PIXE Detektors aus138. 
 






















































































In regelmäßigen Abständen wurde ein Mineralstandard, welcher definierte Konzentrationen 
wichtiger Element enthält, mit den gleichen Parametern vermessen wie auch die biologischen Pro-
ben. Dieser Standard diente als Referenz für die Genauigkeit der Elementquantifizierung bzw. zur 
Kalibration des PIXE - Detektors. Für leichte Elemente wie Al, Si oder P können aus dieser Analyse 
Korrekturfaktoren berechnet werden, da die Detektoreffizienz im Bereich leichter Elemente ausgegli-
chen werden muss (siehe Abbildung 20A und B). 
3.3.2.4 Auswertung 
Die Auswertung der µPIXE und µRBS Daten erfolgte unter Zuhilfenahme von GeoPIXE bzw. 
SIMNRA. Zu Beginn wird die Energie – Kanal – Kalibrierung der RBS durchgeführt (siehe Abbildung 
20B). Hierzu wird die Energie der an den Atomkernen der gemessenen Oberflächenelemente gegen 
den RBS Kanal der im Spektrum entstehenden Oberflächenkante des entsprechenden Elements auf-
getragen. Aus der linearen Anpassung dieser Datenpunkte ergeben sich der Versatz des Spektrums 
sowie die Energie/Kanal. Diese Parameter sind notwendig, um eine zuverlässige Simulation der expe-
rimentellen RBS Spektren zu gewährleisten. Gewebekompartimente und Zellgrenzen wurden anhand 
physiologisch vorkommender Elemente wie P und S eruiert. µPIXE und µRBS Spektren der auszuwer-
tenden Bereiche wurden mittels Applikation einer ROI (engl.: region of interest) extrahiert. Durch 
Simulation der RBS Spektren können die lokal akkumulierte Ladung, die Dicke der Probe sowie die 
Matrixkomposition ermittelt werden. Diese Parameter sind essentiell für die quantitative Auswer-
tung der PIXE Daten. Zur Quantifizierung der Elementkonzentrationen wird die integrale Intensität 
der charakteristischen Röntgenlinien durch Anpassung der Bremsstrahlung und der Röntgenlinien 
zusammen mit den aus der RBS Simulation erhaltenen Parameter unter Verwendung von Gleichung 
(5) ermittelt.  
Die Ergebnisse der Quantifizierung sind dargestellt als Mittelwert aller Zellen bzw. Lungen-
kompartimente. Zudem wurde eine Berechnung der Eventhäufigkeit, d.h. die Anzahl der gemessenen 
NP Dosen pro Zelle oder Kompartiment innerhalb einer festgelegten Dosisklasse, durchgeführt. 
3.4.2 Konfokale Raman Mikrospektroskopie (CRM) 
Die Raman Spektroskopie beruht auf dem Raman Effekt, welcher die Streuung von Licht mit 
verschobenen Frequenzen beschreibt, und somit auf der inelastischen Streuung vibrierender Mole-
küle durch die eingegangene Strahlung144. Die Raman Mikrospektroskopie, als hochauflösendes, zer-
störungs- und markierungsfreies Bildgebungsverfahren, wird genutzt, um Molekülschwingungen in 




eine wertvolle Methode zur Untersuchung der chemischen und molekularen Zusammensetzung von 
z.B. Werkstoffen, Polymeren, Kristallen, Flüssigkeiten, aber auch biologischen Proben. 
3.4.2.1 Grundlagen 
Der Lichtstreuung im Allgemeinen liegen die in Abbildung 21 gezeigten elektronischen Ener-
gieniveaus angeregter Moleküle zugrunde. Bei der Rayleigh – Streuung handelt es sich um eine elas-
tische Streuung von Photonen an Teilchen, welche kleiner als die eingestrahlte Wellenlänge sind. 
Wird elektromagnetische Strahlung eingestrahlt, springt das angeregte Molekül auf ein höheres 
Energieniveau, hier auf einen virtuellen Zustand. Bei anschließender Emission kommt es zur Relaxa-
tion des Moleküls und es 
fällt auf sein ursprüngliches 
Energieniveau zurück, wo-
bei die emittierte Strahlung 
die gleiche Frequenz be-
sitzt wie das eingestrahlte 
Licht145. Zusätzlich wurde 
nachgewiesen, dass emit-
tierte Strahlung ebenso 
eine veränderte Frequenz 
gegenüber dem einge-
strahlten Licht besitzen 
kann, wofür Chandrasekha-
ra Venkata Raman 1930 
den Nobelpreis in Physik für die Entdeckung der nach ihm benannten Raman Streuung erhielt146. Bei 
der Raman Streuung handelt es sich um eine inelastische Streuung. Ist die emittierte Strahlung von 
größerer Wellenlänge als die Inzidenzstrahlung, wird dies Stokes – Streuung genannt. Diese entsteht, 
wenn das angeregte Molekül nicht auf sein energetisches Ausgangsniveau ν0 zurückfällt, sondern auf 
das energetisch höhere Level ν1. Damit besitzt die emittierte Strahlung eine kleinere Frequenz als das 
eingestrahlte Licht. Ist die emittierte Strahlung von geringerer Wellenlänge als die eingebrachte 
Strahlung, wird von Anti – Stokes – Streuung gesprochen. Hierbei ist das Molekül bei seiner Anregung 
bereits auf einem energetisch höheren Level ν1 und nicht dem Grundzustand ν0 und relaxiert an-
schließend zurück auf den Grundzustand ν0. Dadurch besitzt die emittierte Strahlung eine höhere 
Frequenz als die Inzidenzstrahlung145. Die Raman Streuung tritt jedoch nur mit einer sehr geringen 
Wahrscheinlichkeit auf, denn nur ca. jedes 1010te frequenzverschobenes Photon wird wieder emit-
tiert147.  
Abbildung 21: Energieniveaus angeregter Moleküle zusammen mit der schemati-
schen Darstellung der Stokes -, Rayleigh - und Anti - Stokes – Linien. Die violetten 
Linien repräsentieren das eingestrahlte Licht. h: Planck´sches Wirkungsquantum, h = 





3.4.2.2 Aufbau und Funktionsprinzip der CRM 
Das Raman System besteht aus einem aufrechten, konfokalen Mikroskop mit drei Luft- 
(20x/0,5NA, 50x/0,8NA, 100x/0,9NA) und einem Wasserimmersionsobjektiv (63x/1.0NA) kombiniert 
mit einem Ramanspektrometer. Das in dieser Arbeit verwendete System ist mit 3 Lasern ausgestat-
tet. Ein grüner Nd:YAG (Neodym – dotierter Yttrium-Aluminium-Granat) Laser mit einer Wellenlänge 
von 532 nm und einer maximalen Leistung von 37mW 
wurde standardmäßig für Gewebe-, Zell- und NP Mes-
sungen verwendet. Des Weiteren steht ein Helium – 
Neon Laser mit einer Wellenlänge von 633 nm und 
einer maximalen Leistung von 35 mW und ein 785nm 
NIR (Nah – Infrarot) - Laser mit einer maximalen Leis-
tung von 75mW zur Verfügung. Der standardmäßig 
verwendete 532 nm Laser bietet eine laterale Auflö-
sung von ca. 280 nm. Es stehen drei Lochblenden in 
Form von austauschbaren multimodalen optischen 
Fasern mit Durchmessern von 25 µm, 50 µm und 
100 µm zur Verfügung. Das von der Probe reflektierte 
Licht gelangt durch das Objektiv und einen entspre-
chenden Filter zur Rayleigh - Unterdrückung zurück 
und wird durch die entsprechende Lochblende fokussiert (siehe Abbildung 22). Durch den Einsatz 
von Lochblenden werden Lichtstreuungen, welche sich nicht im Fokus des Lasers befinden, von der 
Detektion ausgeschlossen. Dies gilt sowohl für angeregte Moleküle neben als auch über oder unter 
der Fokusebene. Auf diese Weise entsteht eine Tiefenauflösung, welche abhängig von der Kombina-
tion aus Objektiv und Lochblende, bis zu 900 nm klein sein kann. Das reflektierte Licht wird anschlie-
ßend über die optische Faser zu einem UHTS (Ultra High Throughput Spectrometer) Spektrometer 
geleitet, welches mit einer CCD (Charge Coupled Device) Kamera ausgestattet ist, welche im Messbe-
trieb auf -61 °C gekühlt wird. Innerhalb der Spektrometer befinden sich zwei Linsensysteme und ver-
schiedene wählbare Beugungsgitter (600, 1800 und 300 Rillen/mm), welche das eintreffende Licht 
zur CCD Kamera leiten und die spektrale Auflösung bestimmen. Das UHT Spektrometer ermöglicht 
abhängig von der Effizienz des Beugungsgitters eine Transmission > 60 % bei 532 nm und liefert mit 
geringem Zeitaufwand hoch qualitative Ramanspektren selbst schwach streuender Proben. Das Mik-
roskop ist zudem mit einem piezioelektrisch angetriebenen Messtisch ausgestattet, welcher es er-
möglicht mit hoher Genauigkeit und einer Auflösung von 20nm in jedem Bildpunkt ein vollständiges 
Ramanspektrum aufzunehmen. Die Einheit der Wahl in der Raman Spektroskopie, um die Frequenz-
verschiebung des Streulichtes anzugeben ist die Wellenzahl.  
Abbildung 22: Vereinfachtes Schema des Aufbaus der 




3.2.1.3 Vorbereitung und Messung biologischer Proben 
Die konfokale Raman Mikrospektroskopie erfordert möglichst rauschfreie Substrate, daher 
wurden Zellen abhängig von den spektralen Eigenschaften der zu untersuchenden NP auf Glas, 
Quarz, CaF2 – Trägern oder in WillCo Glasbodenschalen kultiviert. Es wurden exponierte NR8383 AM, 
A549 und CaLu-3 Zellen untersucht. Nach Aussaat der Zellen auf dem entsprechenden Substrat wur-
den diese nach einer 24 - stündigen Kultivierung unter Zellkulturbedingungen zu NP exponiert und 
nach abgeschlossener Exposition dreimal mit 1xPBS gewaschen und für 30 min bei RT mit 4% For-
maldehyd fixiert. Anschließend wurden die Zellen erneut mit 1xPBS gewaschen und bis zur Messung 
in 1xPBS bei 4 °C gelagert. 7 µm dicke Lungengefrierschnitte auf Glas- oder CaF2 - Substraten wurden 
nach dem Auftauen dreimal mit 1xPBS gewaschen und anschließend bei RT für 20 min mit 4 % For-
maldehyd fixiert. Es folgten erneute Waschschritte mit 1xPBS. 
Zu Beginn jedes Messtages wurde das Gerät justiert, indem Position und Intensität der Silizi-
um Ramanbande bei 521 cm-1 unter Verwendung des entsprechenden Lasers, dem 50x Luftobjektiv 
und der 50 µm Lochblende bei bekannter Laserleistung bestimmt wurde. Um maximale Signalintensi-
täten zu erhalten, wurde der Kern der optischen Faser unter Zuhilfenahme der Einstellschrauben mit 
der optischen Achse des Mikroskops gleichgerichtet. Zur Messung von Zellen, Lungenschnitten und 
NP wurde der 532 nm Nd:YAG Laser verwendet. Je nach Art des NP, Zelltyp oder Art der Messung 
wurde eine Laserleistung von 15 – 30 mW verwendet. Da Zellen und Lungenschnitte zumeist in 1xPBS 
gemessen wurden, um eine Zerstörung der Proben durch den Laser zu vermeiden, wurde das 63x 
Wasserimmersionsobjektiv und die 50 µm Lochblende verwendet. Nach der Fokussierung der Probe 
und der Auswahl der Messposition wurde zunächst unter Zuhilfenahme des Oszilloskopmodus des 
Geräts die z – Ebene bestimmt, bei der das Ramansignal der zellulären Komponenten am intensivsten 
war. Anschließend wurden die Messparameter für die Raman Bildgebung eingestellt. Die Integra-
tionszeit, die Zeit, welche der Laser an einem Punkt verweilt, wurde je nach NP Typ, Zelltyp und Art 
der Messung zwischen 36 – 900 ms gewählt. Die Bildauflösung wurde durch die Wahl der „zu mes-
senden Punkte pro Linie“ und „Linien pro Bild“ an die Größe des Messbereichs so angepasst, dass die 
Probe mit einer Punkt-zu-Punkt Distanz von ca. 250 – 300 nm bewegt wird. Die konfokalen Raman-
messungen wurden unter Verwendung des 600 Rillen/mm Beugungsgitter im UHT Spektrometer 
durchgeführt, was zu einer spektralen Auflösung von ca. 3 cm-1 führt. 
3.4.2.4 Datenprozessierung 
Zur Analyse der Ramanspektren muss zunächst zugunsten der Präzision der spektralen Analy-
se der variable Untergrund subtrahiert werden. Hierzu wird je nach Ausprägung des Untergrundes 




Ramanspektrum abgezogen wird. Anschließend werden sogenannte Cosmic Rays, eine hochenergeti-
sche Teilchenstrahlung durch Sonnenlicht, aus den Spektren entfernt. Zuletzt wurde mithilfe einer 
Basisanalyse eine Dekomposition von Basisspektren der Zellkompartimente oder Biomoleküle des 
Messbereichs durchgeführt, um eine Visualisierung und Intensitätsverteilung der verschiedenen Ba-
sisspektren zu erhalten. Weiterführende Analysen wurden durch Anwendung mathematischer Me-
thoden (Kurvenanpassung, Peakintegration, usw.) realisiert.  
3.5 Statistische Auswertung 
Für jede Versuchsreihe wurden, sofern nicht anders angegeben, mindestens drei unabhängi-
ge Experimente (n) durchgeführt. Die Daten dieser Messungen werden entweder als arithmetischer 
Mittelwert ± SEM (Standardfehler des Mittelwertes), als Modalwert oder als Median mit den Quanti-
len 25/75 dargestellt. Die statistische Auswertung erfolgte mittels OriginPro 2017 und GraphPad 
Prism 5.0. Zur Überprüfung der Daten einer Stichprobe auf Normalverteilung wurde der Shapiro – 
Wilk - Test durchgeführt. Normalverteilte, varianzhomogene Daten aus mehr als zwei unabhängigen 
Gruppen wurden mithilfe einer Varianzanalyse (ANOVA) mit anschließender Korrektur nach Bonfer-
roni hinsichtlich signifikanter Unterschiede der Mittelwerte der entsprechenden Populationen getes-
tet. Wenn die Voraussetzung der Normalverteilung nicht erfüllt war, wurden die Ergebnisse mit ei-
nem nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test ausgewertet. Zum Vergleich von Probengruppen 
mit einer Kontrollgruppe wurde der Dunnett-Test (Dunnett's Multiple Comparison Test) verwendet, 
um auf signifikante Unterschiede der Mittelwerte der untersuchten Populationen zu testen. Das Sig-
nifikanzlevel p wurde in Bezug auf die Irrtumswahrscheinlichkeiten festgelegt: * (p<0.05), ** 







4.1 Charakterisierung der untersuchten NP 
Eine Charakterisierung der physikochemischen Eigenschaften von NP ist von größter Bedeutung 
für eine fundierte Risikobewertung, da NP Eigenschaften maßgeblich zu ihrem Verhalten in biologi-
schen Systemen beitragen. Eigenschaften, wie Größe, Aggregationsverhalten oder Oberflächenla-
dung können entscheidend sein für die Induktion human- und/oder umwelttoxikologischer Effekte. 
Zudem werden NP zur Erfüllung ihres industriell angestrebten Zwecks auf verschiedenste Arten mo-
difiziert, z.B. durch Funktionalisierung der NP – Oberfläche oder des NP Kerns sowie ihrer chemi-
schen Zusammensetzung. In der vorliegenden Arbeit wurden NP mit unterschiedlicher Oberflächen-
modifizierung, chemischer Formulierung sowie kristallischer Struktur in biologisch relevanten Flüssig-
keiten, wie beipielsweise serumhaltige Kulturmedien oder Wasser, analysiert.  
4.1.1. Größe und Polydispersität der NP in biologisch relevanten Medien 
Da Größe, Stabilität und Agglomerationsverhalten das biokinetische Verhalten und die Toxizi-
tät von NP maßgeblich beeinflussen können, ist es unabdingbar diese Parameter zu untersuchen. In 
der vorliegenden Arbeit wurden genau diese NP Eigenschaften in biologischen Medien mithilfe von 
NTA und DLS bestimmt (siehe Abbildung 23).  Die NTA und DLS Messungen zeigen, dass alle unter-
suchten NP nach NGTX Protokoll - Präparation unabhängig von der Oberflächenmodifikation und 
chemischer Formulierung über 72 h in serumhaltigem Kulturmedium größenstabil sind und auch 
durch längere Lagerung keine größeren Agglomerate entstehen. Mithilfe des NGTX Protokolls konn-
ten ZrO2 NP als sehr kleine Partikel generiert werden und SrCO3 NP als die größten der untersuchten 
Partikel. Alle NP zeigen eine hohe Polydispersität (siehe Abbildung 23 und Tabelle 1), welche sich in 
einer breiten Größenverteilung in der NTA äußert. Alle NP, mit Ausnahme acrylierter ZrO2 NP neigen 
zur Ausbildung von Schultern (siehe Pfeile in Abbildung 23) im Bereich unter 100 nm und über 






Abbildung 23: Größe und Stabilität von SrCO3 (A, B), TiO2 und TiZr NP (C, D) sowie ZrO2 (E, F), in Kulturmedium mittels 
NTA und DLS. NP wurden nach NGTX Protokoll präpariert und so mit einer BSA-Korona beschichtet und ihre Größenstabili-
tät über 72h in RPMI (supplementiert mit 10 % FKS und 1 % PenStrep, pH 7,4) (A, C, E) und ihre Größenverteilung mittels 
NTA direkt nach Präparation (t = 0) (B, D, F) charakterisiert. 
Zur vergleichenden Übersicht sind die hydrodynamischen Durchmesser und PDI aller mittels 
NGTX Protokoll generierten NP in Tabelle 1 zusammengefasst. 
Tabelle 1: Übersicht zu Größen und PDI von SrCO3, TiO2, TiZr und ZrO2 NP direkt nach der Präparation in serumhaltigem 
RPMI. dh: hydrodynamischer Durchmesser, PDI: Polydispersitätsindex 
NP NTA DLS 
 dh [nm], t0 PDI dh [nm], t0 PDI 
SrCO3 I hydrophil 142± 4 0,36 274 ± 1 0,12 
SrCO3 I hydrophob 121 ± 6 0,37 222 ± 2 0,19 
TiO2/NM105 112 ± 3 0,36 241 ± 1 0,14 
TiZr 100 ± 2 0,36 170 ± 1 0,15 
NGTX 
ZrO2 Acryl 74 ± 5 0,45 211 ± 6 0,24 
ZrO2 TODS 93 ± 6 0,43 129 ± 23 0,24 
„as recieved“ 
ZrO2 Acryl 102 ± 4  121 ± 13  
ZrO2 TODS 135± 13  147 ± 40  
 













































































































































4.1.2 Spektroskopische Analyse von Oberflächenmodifizierung und Kristallstruktur der NP 
Eine ramanspektroskopische Analyse der NP Eigenschaften ist unerlässlich, da charakteristi-
sche Ramanprofile der NP identifiziert und zugeordnet werden müssen, um diese später von Raman-
schwingungen zellulären Ursprungs separieren zu können. Zusätzlich können aus den detektierten 
Ramanprofilen der NP besondere Eigenschaften dieser abgeleitet werden, wie im nächsten Kapitel 
beschrieben ist. Die Ramanspektren der untersuchten NP sind in Abbildung 24 dargestellt. 
SrCO3 NP weisen charakteristische Strontianit - Vibrationen auf, welche aus vier Ramanpeaks 
bestehen, konnten identifiziert werden (siehe Abbildung 24A). Diese befinden sich bei 148, 180, 703 
und 1076 cm-1. Der Peak bei 180 cm-1 stellt den Ag Mode von Sr dar, was einer orthorhombischen 
Distorsion seiner α – Achse widerspiegelt148. 148 cm-1 ist die B1g Gittervibration der CO32- Molekül-
gruppe und 703 cm-1 die symmetrische in plane Biegungsvibration von CO32- ν4 (A1) C-O148-151. B1g, 
Ag152 geben als Abkürzungen die Symmetrieklassen der Molekülgruppe an, wobei A und B für nicht 
entartet und E für zweifach entartet steht. Die Zahlen 1 bzw. 2 geben Symmetrie bzw. Antisymmetrie 
bezüglich zusätzlicher Symmetrieoperationen (z.B. Drehachsen, Spiegelebenen, etc.) an und g Sym-
metrie bezüglich eines Inversionspunktes. Position und Intensität der B1g Bande sprechen für eine 
Phononenbande, welche durch allgemeine Schwingungen oder auch Atmungsbewegungen des Kris-
talls entsteht152. Ein scharf begrenzter sehr schmaler Ramanpeak bei 1076 cm-1 wurde der ν1 Bande 
der Carbonatstruktur151 einer kristallischen Verbindung zugeordnet und liefert Informationen des 
Carbonatgehalts des kristallinen NPs, welcher linear mit der Ramanintensität korreliert149. Bei den 
SrCO3 NP konnten CH - Streck- und Deformationsschwingungen der Oberflächenmodifikationen de-
tektiert werden. Hydrophil modifizierte NP zeigen einen vergleichsweise schwach ausgeprägten Peak 
bei 2935 cm-1, welche der symmetrischen Streckschwingung von oberflächenassoziierten CH3 – 
Gruppen entspricht. Im Gegensatz dazu zeigt die Oberflächenmodifikation der hydrophoben NP eine 
höhere Dichte der CH2- und CH3- Gruppen, die als symmetrische sowie asymmetrische CH2- und CH3 – 
Streckschwingung im gesamten Bereich von 2800 – 3000 cm-1 zu sehen sind. Gemessen an der Integ-
ralintensität der CH2/CH3 - Streckung (2800 - 3000 cm-1) relativ zur Integralintensität der NP 
(ICH2/CH3/INP) ist die Oberfläche von SrCO3 hydrophob im Vergleich zu SrCO3 hydrophil stärker beschich-
tet. Für hydrophobe SrCO3 NP beträgt die ICH2/CH3/INP = 3,1 und ist im Vergleich zu SrCO3 hydrophil 
(ICH2/CH3/INP = 0,24) 13 - fach höher. Zudem hat das Ramanspektrum dieser NP eine zusätzliche Ra-








Abbildung 24: Ramanspektroskopische Charakterisierung von SrCO3 hydrophil/hydrophob NP (A), der anatasen und 
rutilen Kristallphasen von TiO2/NM105 (B) und TiZr NP (C) sowie ZrO2 Acryl bzw. TODS NP (D). (B, C) Dargestellt sind late-
rale Verteilungsbilder von anataser, rutiler Phase im puren TiO2 und TiZr NP sowie die Ramanspektren des NP (B: anatase 
und rutil; C: gemischtes Spektrum von anatase und rutil) normiert auf das TiO2 - Phononenband bei 144 cm-1. Der Bereich 
zwischen 2800-3000 cm-1 wurde 30 - fach verstärkt (B, C). ν = Streckung, δ = Deformation. s=symmetrisch. 
 
TiO2 - basierte NP sind durch eine intensive Phononenbande bei 144 cm-1 identifizierbar (sie-
he Abbildung 24B). Diese Phononenbande ist charakteristisch für die anatase Kristallphase von TiO2. 










































































Anhand weiterer ramanspektraler Peaks kann die Kristallphase der NP identifiziert werden. Rutile 
und anatase TiO2 NP unterscheiden sich hinsichtlich ihres Ramanprofils durch das Auftreten der A1g, 
B1g und Eg Banden bei verschiedenen Wellenzahlen154. Die ramanmikroskopische Visualisierung der 
NP zeigt, dass optisch sichtbar mehr anatases TiO2 als rutiles TiO2 vorhanden ist. Der rutile Anteil der 
TiO2 NP zeigt eine deutlich geringere Oberflächenbeschichtung im Vergleich zum anatasen Anteil 
(rutil: ICH2/CH3/INP = 0.007; anatase: ICH2/CH3/INP = 0.098). 
 Das Ramanspektrum von TiZr NP zeigt sowohl anatase als auch rutile Kristallstrukturen. Das 
Verhältnis zwischen rutilen und anatasen Strukturen im Mischoxid NP ist jedoch deutlich größer im 
Vergleich zu TiO2 (siehe Abbildung 24C). Zudem zeigte sich, dass ZrO2 - spezifische Ramanbanden in 
einer Mixtur mit TiO2 aufgrund der hohen Intensität von TiO2 - Signalen überlagert werden und nicht 
detektierbar sind.  
Die oberflächenmodifizierten Varianten von ZrO2 wurden anhand spezifischer Ramanbanden 
bei 270, 470 und 645 cm-1 identifiziert.  270 cm-1 entspricht einer Eg Bande der tetragonalen Kristall-
phase155. 470 cm-1 entstammt einer Ag Bande, vorkommend in monoklinischer und tetragonaler Kris-
tallphase156. Der Peak bei 645 cm-1 stellt eine Ag Bande des ZrO2 dar28, 156-158 (siehe Abbildung 24D). 
Die verschieden beschichteten Oberflächen der ZrO2 NP zeigen Deformations- und Twistmodi und 
Streckschwingungen, welche auf C-C - Einfachbindungen und C-O - Bindungen und CH2- und CH3- 
Gruppen zurückzuführen sind. Die Ermittlung der Integralintensität der Oberflächenbeschichtung 
relativ zum NP führt zum Ergebnis, dass TODS - modifizierte ZrO2 NP (ICH2/CH3/INP = 0,83) doppelt so 
stark beschichtet vorliegen wie acrylierte NP (ICH2/CH3/INP = 0,45). 
4.1.3 Elementanalyse der NP 
Eine ionenstrahlmikroskopische Analyse der zu untersuchenden NP (siehe Abbildung 1 im 
Anhang) ist notwendig, um etwaige elementare Verunreinigungen der NP identifizieren und quantifi-
zieren zu können. Sowohl im Herstellungsprozess als auch durch die Ultraschallbehandlung können 
metallische Verunreinigungen in die NP Dispersion eingetragen werden. Gemessen wurden BSA – 
beschichtete NP nach Präparation dem NGTX Protokoll folgend, mit PBS gewaschen und in Millipore 
Wasser luftgetrocknet. Der höchste Gehalt an S und Ca wurde in SrCO3 hydrophil nachgewiesen. Die 
Spurenelemente Fe, Cu und Zn liegen zumeist unter 1 %. Eine Ausnahme stellen hier ZrO2 NP dar, 
welche starke Cu Verunreinigungen enthalten (bis 1 Atom/100 Atome Zr). Elemente wie Cl, K, und Ca 
treten in SrCO3 und in ZrO2 NP verstärkt auf und könnten durch Waschvorgänge mit ionenhaltigen 
Puffern eingetragen werden. Aufgrund des hohen Sr bzw. Zr Gehaltes der NP konnte ein Phosphor-




intrapartikuläre Verhältnis von Ti zu Zr im Mischoxid mit 5 Atomen Zr auf 100 Atome Ti bestimmt, 
dies entspricht unter Berücksichtigung der Atommassen einem Verhältnis von 10:1.  
4.2 Toxizitätsanalyse der untersuchten NP in vitro 
Eine toxikologische Evaluation der NP - induzierten Effekte stellt die Basis einer fundierten Ri-
sikobewertung dar. Hier wurden toxikologische Analysen der NP in vitro in ausgewählten Lungen-
zellmodellen durchgeführt, um biologische Effekte zu identifizieren, zu quantifizieren und mit ihrer 
intrazellulären effektiven Dosis in Verbindung zu bringen.  
 4.2.1 Toxizitätsprofil von SrCO3 NP 
Umfangreiche in vitro Analysen zu verschiedensten zytotoxischen Effekten der SrCO3 Exposition 
von NR8383 AM und A549 Zellen sind in den folgenden Abbildungen zu sehen.  
Beeinflussung der Proliferationsrate von NR8383 AM 
Zur Bestimmung der Proliferationsrate der NR8383 AM unter SrCO3 NP Belastung (siehe Ab-
bildung 25) wurde der stabile und sensitive EdU – Assay verwendet. Unbehandelte Kontrollkulturen 
beinhalten über 48 h etwa 70 % proliferierende, also EdU+ Zellen und nach 72 – stündiger Kultivie-
rungsphase sinkt dieser Anteil auf 45 %. Die Exposition der NR8383 AM zu SrCO3 NP zeigt eine signifi-
kante, konzentrationsabhängige Reduktion proliferierender Zellen über 48 h bis auf ein Minimum 
von etwa 15 % verglichen mit unbehandelten NR8383 AM. 
 
Abbildung 25: Proliferation von NR8383 AM nach Exposition zu SrCO3 NP. Bestimmung der Proliferationsrate von NR8383 






























































Nach 72 - stündiger Exposition der AM steigt der Anteil EdU+ Zellen unabhängig von der Expositions-
konzentration wieder an. Unabhängig von der jeweiligen Funktionalisierung der NP Oberfläche zeigt 
sich das Proliferationsverhalten gleichermaßen beeinflusst. 
Induktion von Apoptose und Nekrose 
Zusätzlich zur Analyse des NP Einflusses auf die Proliferationskapazität der NR8383 AM wurde 
analysiert, ob SrCO3 NP apoptotische oder nekrotische Toxizitätsmechanismen induzieren (siehe Ab-
bildung 26). Nach 24 – stündiger Exposition der NR8383 AM zu SrCO3 wurde eine Tendenz zur kon-
zentrationsabhängigen Reduktion der Vitalität der Zellpopulation beobachtet (siehe Abbildung 26A 
und D). Nach 48 – stündiger Inkubation der NR8383 AM konnten unter Einfluss hoher Konzentratio-
nen beider NP Typen eine hoch signifikant verringerte Zellvitalität festgestellt werden. Zudem wurde 
ein signifikant erhöhter Anteil frühapoptotischer Zellen beobachtet. Der Einfluss der höchsten Kon-
zentration hydrophob modifizierter SrCO3 NP führte zusätzlich zu signifikant erhöhter Nekroseinduk-
tion (siehe Abbildung 26B, E). Die Analyse 72 – stündiger NP Exposition zeigte ebenso eine hoch sig-
nifikant verringerte zelluläre Vitalität. Dies geht einher mit einer hoch signifikanten Zunahme des 
frühapoptotischen Populationsanteils (siehe Abbildung 26C, F). Die stärksten Effekte sind nach 48 - 






Abbildung 26: Vitalität SrCO3 exponierter NR8383 AM. Bestimmung der Induktion von Apoptose und Nekrose von NR8383 
AM nach Exposition zu SrCO3 NP über 72 h. Induktion des Zelltodes nach Applikation von SrCO3 hydrophil sowie durch SrCO3 
hydrophob. Die Farbe der angegebenen Signifikanzlevel p entspricht der gleichfarbigen Zellpopulation. 
 
Zusätzlich wurde der zytotoxische Einfluss der SrCO3 NP auf die zelluläre Vitalität der Typ II – ähn-
lichen A549 Zellen untersucht (siehe Abbildung 27). 
































































































































Abbildung 27: Vitalität SrCO3 exponierter A549 Zellen. Bestimmung der Induktion von Apoptose und Nekrose von A549 
Zellen nach Exposition zu SrCO3 NP über 72 h. Induktion des Zelltodes nach Applikation von SrCO3 hydrophil (A: 24 h, B: 48h, 
C: 72 h) sowie durch SrCO3 hydrophob (D: 24 h, E: 48h, F: 72 h). 
 
Die exponierten A549 Zellen zeigten sich äußerst robust gegenüber den SrCO3 NP, da die Vitalität 
der behandelten Kulturen stets auf Kontrollniveau verbleibt. 
Bestimmung der ROS Produktion 
Unterstützend wurde die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) durch SrCO3 exponierte 
NR8383 AM und A549 Zellen untersucht. Diese ist in Abbildung 28 relativ zur unbehandelten Kontrol-
le zu sehen.  




















































































































































Nach Applikation hoher NP Kon-
zentrationen kommt es zu einer 
exzessiven, signifikant erhöhten ROS 
Produktion. SrCO3 hydrophil führt 
konzentrationsabhängig zu einer 7,5 
– bzw. 10 – fachen Zunahme der 
intrazellulären ROS Produktion. Der 
gleiche zeitliche Verlauf zeigte sich 
nach Exposition der AM zu SrCO3 
hydrophob, jedoch entstand hier 
lediglich eine 3 – bzw. 7 – fache 
Zunahme intrazellulärer ROS. Maxi-
male Effekte wurden erneut nach 48 
- stündiger Exposition beobachtet, 
sowie rückläufige Effekte nach 72 h. 
Unter NP Exposition wurde keine 
gesteigerte ROS Produktion in A549 
Zellen festgestellt (siehe Abbildung 
28B). Aufgrund der Robustheit die-
ser Zelllinie gegenüber SrCO3 NP wurde auf weitere toxikologische Untersuchungen an A549 Zellen 
verzichtet.  
Reduktion des mitochondrialen Membranpotenzials Ψ durch SrCO3 NP 
SrCO3 NP - bedingte Veränderung des mitochondrialen Transmembranpotenzials Δψm in NR8383 
AM über den Expositionszeitraum wurden mithilfe des spezifischen Farbstoffes JC-1 verfolgt. Abbil-
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Abbildung 28: ROS-Produktion in NR8383 AM (A) und A549 Zellen (B) 
nach Exposition zu SrCO3 NP. Dargestellt ist eine durchflusszytometrische 





Abbildung 29: Reduktion des mitochondrialen Transmembranpotenzials ΔΨm in NR8383 AM nach Exposition zu SrCO3 
NP über 72 h. Durchflusszytometrische Analyse der JC-1 Färbung SrCO3 exponierter NR8383 AM. Zellen wurden über 72 h 
zu 30, 100 und 200 µg/ml exponiert. Signifikanz ist in Relation zur unbehandelten Kontrolle dargestellt. 
 
Die beobachtete Depolarisierung des Transmembranpotenzials zeigt sich sowohl zeit – als 
auch konzentrationsabhängig, wobei es nach 72 – stündiger Exposition zur höchsten Konzentration 
sogar auf das Niveau der Positivkontrolle absinkt, d.h. es zu einem völligen Zusammenbruch dieses 
Potenzials kommt. 
Analyse des Zellzyklus und Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine 
NR8383 AM wurden zudem auf SrCO3 NP - bedingte Veränderungen im Zellzyklus sowie auf die 
Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine untersucht (siehe Abbildung 2 - 4 im Anhang). Die Analy-
se des Zellzyklus zeigt einen konzentrationsabhängigen Anstieg der Zellen in der subG1 – Phase. Sig-
nifikant deutlich wird dies nach Exposition der NR8383 AM zu hohen SrCO3 hydrophil Konzentratio-
nen. Unter Einfluss hydrophober SrCO3 NP wurde signifikante Abnahme der Zellen in der G2/M – 
Phase detektiert. Erneut manifestiert sich die Beobachtung maximaler Effekte nach 48 – stündiger 
Exposition. In Abbildung 3 und 4 im Anhang ist die Freisetzung von TNF-α und CXCL-1 nach Exposition 
der NR8383 AM zu SrCO3 dargelegt. Die Exposition der NR8383 AM zu SrCO3 hydrophil zeigte TNF-α 
Sekretion auf Kontrollniveau. Hydrophob modifizierte SrCO3 NP zeigen ausschließlich nach 72 – stün-
diger Exposition zu SrCO3 eine Tendenz zu gesteigerter TNF-α Freisetzung. Eine signifikante Erhöhung 
der CXCL-1 Ausschüttung wurde ebenso unter Einfluss von SrCO3 NP detektiert. Besonders ausge-
prägt erschien dieser Effekt nach 24 - und 48 - stündiger Exposition. Hydrophil modifizierte NP führ-
ten dabei zu leicht höheren Sekretionsleveln als hydrophob modifizierte NP. 
4.2.2 Toxizitätsprofil von TiO2 und TiZr NP 
Die zelluläre Vitalität von NR8383 AM nach Exposition zu TiO2 bzw. TiZr NP liegt über 72 h zu-















































































Konzentrationen über 72 h beeinträchtigen die zelluläre Vitalität nicht. Dies bestätigte die Bestim-
mung der ROS Produktion der NR8383 AM unter NP Belastung, da sich alle NP behandelten Zellkultu-
ren zu jeder Zeit auf dem Niveau der unbehandelten Kontrolle bewegten (siehe Abbildung 30). 
 
Abbildung 30: ROS-Produktion in NR8383 AM nach Exposition zu TiO2 (A) und TiZr NP (B). Dargestellt ist eine durchflusszy-
tometrische Analyse nach Färbung mit dem ROS Indikator CM-H2DCFDA über 72 h.  
 
Ebenso konnte bei der Freisetzung des Entzündungsparameters TNF-α unter NP Belastung 
keinerlei Steigerung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle festgestellt werden (siehe Abbildung 8 
im Anhang). Lediglich die Freisetzung des Zytokins CXCL-1 ist unter Einfluss von TiO2 bzw. TiZr nach 
48 – stündiger Exposition signifikant erhöht (siehe Abbildung 9 im Anhang).  
Da unter Einfluss von TiO2 bzw. TiZr NP keine zytotoxischen Effekte detektiert wurden, wurde 
auf die Untersuchung weiterer Endpunkte verzichtet.  
4.2.3 Toxizitätsprofil von ZrO2 NP 
Die toxikologische Evaluation oberflächenfunktionalisierter ZrO2 NP zeigte, dass lediglich ac-
rylierte ZrO2 NP die Vitalität der NR8383 AM um maximal 20 % reduziert (siehe Abbildung 10 im An-
hang). Dies geht mit einer erhöhten Induktion nekrotischer Prozesse einher. TODS – modifizierte ZrO2 
NP rufen eine geringfügige Reduktion der Vitalität von maximal 10 % hervor. Unabhängig von der 



































































































Abbildung 31: ROS-Produktion in NR8383 AM nach Exposition zu ZrO2 NP. Dargestellt ist eine durchflusszytometrische 
Analyse nach Färbung mit dem ROS Indikator CM-H2DCFDA über 72 h. 
 
Eine ZrO2 - bedingte, signifikant erhöhte ROS Produktion von NR8383 AM wurde nach Exposi-
tion zu acrylierten ZrO2 NP festgestellt (siehe Abbildung 31). Auch hier wurde der höchste Effekt 
nach 48 – stündiger Exposition ermittelt. Nach Exposition der AM zu TODS – modifizierten ZrO2 NP 
bleibt eine erhöhte ROS Produktion aus. 
4.3 Markierungsfreie, dosimetrische Visualisierung der biologischen Umgebung in vivo und 
in vitro  
Die markierungsfreie, orts- und hochauflösende µPIXE Spektroskopie ermöglicht die quantitative 
Analyse zellulärer Elementverteilungen mit einer lateralen Auflösung von ca. 1 µm. Die konfokale 
Raman Mikrospektroskopie stellt ebenso eine herausragende molekülbasierte Bildgebungstechnik 
dar, welche sowohl hochauflösend (ca. 280 nm) als auch markierungs- und zerstörungsfrei ist. Eine 
Charakterisierung element - und molekülbasierter histologischer bzw. zytologischer Alleinstellungs-
merkmale verschiedener Lungenkompartimente und -zellen bis hinunter auf Einzelzellebene und 
subzelluläre Strukturen soll eine Identifizierung NP belasteter Zelltypen in vivo und die Erfassung 
intrazellulärer Translokationsmuster in vitro ermöglichen. 
4.3.1 Elementbasierte Histologie 
Die µPIXE Visualisierung verschiedener Lungenkompartimente einer unbehandelten Kontrolllun-
ge ist in Abbildung 32 (Reihe 1 – 3) dargestellt. Die Visualisierung von Gewebestrukturen mittels 
µPIXE erfolgt zunächst durch die Darstellung von Phosphor und Schwefel. In Abbildung 32 ist die 
Verteilung physiologisch und metabolisch relevanter Elemente, wie beispielsweise P, S, K, Ca, Fe, Cu 






























































































einem am Alveolarseptum assoziierten Makrophagen dargestellt. Alveolarsepten zeigen hierbei häu-
fig eine nahezu durchgängige septale Schwefelverteilung. Die P Verteilung ist hierbei eher als Hot 
Spot – artig zu beschreiben. Große, runde P Hot Spots könnten auf AT II Pneumozyten hinweisen, 
welche häufig an den Verknüpfungspunkten zwischen mehreren Alveolarsepten zu finden sind und 
eine kubische Morphologie aufweisen (siehe Abbildung 32 gelber Kreis). Fe Hot Spots innerhalb der 
Alveolarsepten sind ebenso zu finden. Bemerkenswert ist, dass besonders bronchiale Strukturen und 
Blutgefäße ein sehr starkes Schwefelsignal zeigen. Weiterhin zeigen pulmonale Blutgefäße sehr in-
tensive Eisen – Hot Spots (siehe lila Pfeil in Abbildung 32). 
 
Abbildung 32:  Elementbasierte Histologie. µPIXE Visualisierung zellulärer Elemente in Lungengewebe und -zellen. Darge-
stellt sind AS, ein bronchialer Bereich und ein pulmonales Blutgefäß mit Erythrozytenansammlung (lila Pfeil) unbehandelter 





Zudem kann die Verteilung der Spurenelemente, wie Eisen, Kupfer und Zink dargestellt werden. 
Zusätzlich zu den physiologischen Alleinstellungsmerkmalen der Gewebebestandteile können ebenso 
pathologische Veränderungen in der Lunge dargestellt werden.  
In Abbildung 33A, B sind typische PIXE bzw. RBS Spektren dargestellt. Da bei der µPIXE Spektro-
skopie elementspezifische Röntgenlinien detektiert werden, wird deren integrale Intensität zur Vi-
sualisierung der lateralen Elementverteilung dargestellt. Ein PIXE Spektrum besteht typischerweise 
aus einem starken Untergrund, „Bremsstrahlung“ genannt (siehe Abbildung 33B, graue Fläche unter 
der Kurve, rot begrenzt). Über dieser Bremsstrahlung erheben sich die elementspezifischen Röntgen-
linien. Es wurden stets die K – Linien der Elemente zur Quantifizierung des Gehaltes genutzt. Ein typi-
sches RBS Spektrum eines Lungengefrierschnittes auf Polypropylenfolie ist in Abbildung 33A zu se-
hen. Das Spektrum besteht aus einem hohen Peak entstehend durch den Kohlenstoffanteil der Subs-
tratfolie („CFolie“). An der rechten Kante des C – Peaks, ist der Kohlenstoffanteil des Gewebes zu fin-
den (blaue Linie, „CGewebe“). Nachfolgend reihen sich Stickstoff und Sauerstoff der biologischen Probe 
an.  
  
Abbildung 33: Ionenstrahlanalyse eines unbehandelten Lungenschnittes. (A) RBS Spektrum und (B) PIXE Spektrum eines 
Lungengefrierschnittes. Im PIXE Spektrum wurden die charakteristischen Röntgenlinien der zellulären Elemente markiert. 
(C) Quantifizierung zellulärer Elemente in Alveolarsepten, Bronchiolen und pulmonalen Blutgefäßen unbehandelter 
Kontrollgewebe. Bestimmung des Elementgehalts unbehandelter Kontrolllungen von Wistar Ratte mithilfe der IBM.  
 
Die ionenstrahlmikroskopische Quantifizierung verschiedener Bereiche von Lungengefrierschnit-
ten unbehandelter Wistar Ratten ist in Abbildung 33C dargestellt. Der Phosphorgehalt ähnelt sich in 








































































allen Arealen. Der Schwefelgehalt dieser drei Geweberegionen hingegen ist vergleichend betrachtet 
sehr unterschiedlich, wobei sich bronchiale Gewebe und pulmonale Blutgefäße durch eine 1,4 – bzw. 
1,8 – fach höhere S Konzentration gegenüber AS auszeichnen. Der Fe Gehalt pulmonaler Blutgefäße 
ist 1,5 - fach höher als der von septalen oder bronchialen Strukturen. Die Cu Konzentration ist in 
pulmonalen Blutgefäßen 2 - bis 4 - fach höher als in den übrigen Kompartimenten. Der Zn Gehalt ist 
in Alveolarsepten 3 – bis 4 – fach höher als in bronchialen Regionen bzw. Blutgefäßen. 
4.3.2 Molekulare Bildgebung und Identifizierung spektroskopischer Alleinstellungsmerkmale  
Zusätzlich zu elementbasierten Alleinstellungsmerkmalen der verschiedenen Bereiche der Lunge 
wurde mithilfe der CRM eine hochaufgelöste molekülbasierte Bildgebung erarbeitet. Die CRM er-
möglicht die Erarbeitung einer spektralen Histologie und Pathohistologie. Die Heterogenität eines 
Gewebes ist dabei von großem Vorteil. Da sich Morphologie sowie biochemische Prozesse, wie bei-
spielsweise die Proliferativität und Genexpression, spezialisierter Zellen voneinander unterscheiden, 
ist es gelungen eine Reihe verschiedener Zelltypen im Lungengewebe zu identifizieren und spektrale 
Profile und Erkennungsmerkmale herauszuarbeiten (siehe Abbildung 34). Charakteristische Raman-
banden der Lipidkörperchen innerhalb der AT II Zellen sind in Abbildung 34A zu sehen. Hier wurden 
symmetrische CH2 - Streckschwingungen, asymmetrische CH3 - Streckschwingungen, sowie verschie-
dene Schwingungs-, Deformations- und Twistmodi, welche alle typisch für Lipidbindungen sind, de-
tektiert159. Zudem können auch Erythrozyten z. B. in den Kapillaren der AS anhand ihres intensiven 
Ramansignals identifiziert werden. Das gezeigte Spektrum der Erythrozyten (siehe Abbildung 34B) 
zeigt, ebenso wie Spektren von Mitochondrien, Resonanz - Ramanbanden bei 750, 1130, 1586 und 
1640 cm-1, welche durch die Streckschwingungen ν15, ν22, ν19 und ν10 im Porphyrinring des Hämoglob-
ins bzw. des Cytochrom c entstehen160, 161. Bronchiale Gewebestrukturen zeigen stark unterschiedli-
che Intensitäten der CH2/CH3-Streckung im Bereich von 2800 – 3000 cm-1, wodurch die Stratifizierung 
des Gewebes deutlich wird. Das gezeigte Ramanspektrum von Kollagen zeigt eine Dreifach – Helix mit 
typischer Ramanbande bei 1240 cm-1. Ramanpeaks von Prolin und Hydroxyprolin konnten den Wel-
lenzahlen bei 940 und 875 cm-1 zugeordnet werden (siehe Abbildung 34C). Pathologisch auffällige 
Ansammlung von Immunzellen, z. B. Lymphozyten und AM in Nähe der Bronchien oder zwischen 
diesen sind zudem häufig durch große NP Vorkommen gekennzeichnet. Zellkerne in Gewebeschnit-
ten und Zellen sind durch Ramansignale bei 783, 1093, 1342 cm-1 identifizierbar. 783 cm-1 entsteht 
durch Ringatmungsschwingungen der Pyrimidinbasen und der Vibration des DNA - Rückgrats O-P-O 
und 1093 cm-1 kann der symmetrischen Streckschwingung von PO2- zugeordnet werden153, 162. Ebenso 
Bestandteil des Zellkernspektrums sind die Banden Amid I und III sowie die symmetrische Streck-






Abbildung 34: Ramanprofile verschiedener Lungenkompartimente. Ramanvisualisierung und Spektrum der Lipidkörper-
chen in AT II Zellen (A), von Erythrozyten (B), Kollagen (C) und Zellkernen (D). Die gezeigten Spektren wurden aus den 
gleichfarbigen Regionen in der Ramanbildgebung extrahiert. ν = Streckung, δ = Deformation, τ = Twist, s = symmetrisch, as = 
asymmetrisch, pyr = Pyrrolring des Porphyrins, A = Adenin, G = Guanin. Assignment nach 159,160,163,153, 161, 162. 
 
Diese Ramanspektren dienen ebenso zur Analyse Visualisierung und Identifizierung von Zell-
kompartimenten auf subzellulärer Ebene in vitro. Die Fingerabdruck - Region bis zu 2000 cm-1 birgt 
dabei den größten Informationsgewinn bezüglich vorhandener Biomoleküle und ihrer spezifischen 
Bindungen untereinander. Banden bei 1263 cm-1, 1444 cm-1, 1658 cm-1 und 1740 cm-1 entsprechen 



















































































































=C-H und CH2 Deformationsvibrationen und C=C, C=O Streckschwingungen im Lipidspektrum von 
Lipidkörperchen. Sterolester werden anhand ihrer Ringdeformationen bei 704 cm-1 identifiziert und 
1086 cm-1 ist der Streckschwingung der PO2- Kopfgruppe von Phospholipiden in Lipidkörperchen zu-
geschrieben162. 
 
Abbildung 35: Konfokale Ramananalyse von A549 Zellen. Markierungsfreie Ramanvisualisierung von A549 Zellen zusam-
men mit den Ramanspektren der gezeigten zellulären Kompartimente. ν = Streckung, δ = Deformation, τ = Twist, s = sym-
metrisch, as = asymmetrisch, pyr = Pyrrolring des Porphyrins, bk = „backbone“ Rückgrat, Phe = Phenylalanin. Assignment 
nach 153, 159,160,163,153, 161, 162. 
 
Wie bereits oben beschrieben können Mitochondrien durch das Resonanz - Ramansignal des 
Pyrrolrings des Cytochrom c Molelüls identifiziert werden (siehe Abbildung 35)162. Ramanspektren 
des Endoplasmatischen Retikulum (ER) enthalten Lipid-, Protein sowie RNA - Merkmale, da das ER als 
komplexe Maschinerie maßgeblich an Protein- und Lipidsynthese sowie Ribosomen Rekrutierung 
beteiligt ist164. ER Ramanspektren können lipidtypische Banden bei 2850 cm-1 und 1658 cm-1 sowie 
Proteinbanden wie 1004 cm-1 (Phenylalanin) und Nukleinsäure - assoziierte Banden wie 1340 cm-1 
und 1093 cm-1 enthalten159, 161, 165, 166. 
4.4 Monitoring und Quantifizierung von NP Aufnahme und Translokationsmustern auf zel-
lulärer Ebene in vivo und in vitro  
Mit der IBM stand dieser Arbeit ein leistungsstarkes Bildgebungsverfahren zur simultanen Identi-
fizierung und Quantifizierung von Elementen auf Einzelzellebene zur Verfügung. Eine Kombination 
der µPIXE und µRBS ist von unschätzbarem Wert für die zielgerichtete Visualisierung und Quantifizie-
rung der NP Verteilung in Organen, einzelnen Zellen sowie auf subzellulärer Ebene in frei wählbaren 
Bereichen. Mithilfe der IBM können geringste Spuren eines Elements in einer Probe detektiert und 
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Translokationsmuster von oberflächenfunktionalisierten SrCO3, ZrO2 sowie TiO2 und TiZr NP im respi-
ratorischen System analysiert. Zudem stellt die CRM ein herausragendes Instrument zur 3D Analyse 
von NP in biologischer Umgebung bei gleichzeitiger Detektion NP induzierter biochemischer Verän-
derungen dar. Diese Methode ermöglicht zudem die Nachverfolgung von NP - Biomolekül - Wech-
selwirkungen, intrazellulärer Prozessierung und kinetischer Prozesse von NP in Echtzeit auf subzellu-
lärer Ebene. In den folgenden Kapiteln wird die elementspezifische Detektion von oberflächenfunkti-
onalisierten SrCO3, ZrO2 sowie TiO2 und TiZr NP in vitro und in vivo im respiratorischen System zu-
sammen mit den daraus resultierenden biologischen Effekten in Abhängigkeit von Oberflächenfunk-
tionalisierung, Exposition und Zelltyp dargelegt, um die Pathomechanismen der untersuchten NP zu 
entschlüsseln. 
4.4.1 SrCO3 NP 
Die µPIXE Spektren von Lungengewebe instillierter Ratten drei und 21 Tage nach Instillation 
mit SrCO3 NP bestätigt die Anwesenheit der NP im Gewebe 3 d p.I. (siehe Abbildung 11 im Anhang). 
21 Tage nach Instillation konnte kaum noch Sr detektiert werden. 
4.4.1.1 µPIXE Visualisierung von SrCO3 NP in Lungengewebe und -zellen 
Anhand der P - und S - Verteilung lässt sich die Struktur des Gewebes darstellen (siehe Abbildung 
36). Hier werden bronchiale Regionen sowie angrenzende alveoläre Strukturen sichtbar. 3 d p.I. von 
SrCO3 hydrophil NP konnten diese anhand des Sr - spezifischen µPIXE - Signals innerhalb des Gewe-
bes detektiert und visualisiert werden (Abbildung 37 und 38). Innerhalb und angrenzend an Alveolen 
zeigten sich P, S und Sr Hot Spots. Die Hot Spot – Bildung von P, S und Sr weisen auf die Anwesenheit 
NP - belasteter AM hin (siehe Abbildung 36, grüne Markierung). Sr Hot Spots im Gewebe sind mit 
dem Signal von P, S, Ca und Fe kolokalisiert. Ebenso wurde Sr in AS nachgewiesen (gelbe Box). Wei-
terhin wurden auch an bronchialen Strukturen des Lungengewebes vereinzelt kleine NP Vorkommen 
detektiert (siehe Abbildung 36, weißer Pfeil + Box). Die Untersuchung der Lungengefrierschnitte 






Abbildung 36: µPIXE Visualisierung von SrCO3 beladenem Lungengewebe. Verteilung zellulärer Elemente und Sr in Lun-
gengewebe 3 Tage bzw. 21 Tage nach intratrachealer Instillation von Wistar Ratten mit 4,8 mg/Lunge SrCO3 hydrophil. Die 
weißen Pfeile/grüne ROIs markieren AM. Blaue Kreise/gelbe Box markieren schwache Sr Signale. 
 
Zusätzlich zu den in vivo Untersuchungen der Lungengewebe wurden in vitro kultivierte und ex-
ponierte AM und Typ II Pneumozyten mithilfe der IBM untersucht. Zunächst wurde die subzelluläre 
Lokalisation der NP in den verschiedenen Zelltypen sowie mögliche Elementumverteilungen unter-
sucht (siehe Abbildung 37). Als Nachweis der intrazellulären Anwesenheit von Sr in NR8383 AM und 
A549 Zellen gelten die Sr - haltigen µPIXE Spektren der exponierten Zellen (siehe Abbildungen 12 und 
13 im Anhang). Die µPIXE Visualisierung von exponierten NR8383 AM zeigt schwache Hot Spot Bil-




kere Hot Spot Bildung und Kolokalisation mit Ca und sogar Fe wird expositions- und zeitabhängig 
nach Exposition zu hydrophob modifiziertem SrCO3 beobachtet (siehe auch Abbildungen 14 und 15) 
im Anhang. 
 
Abbildung 37: µPIXE Visualisierung von hydrophilen und hydrophoben SrCO3 NP in NR8383 AM und A549 Zellen. Vertei-
lung zellulärer Elemente und Sr in A549 Zellen nach Exposition zu SrCO3 hydrophil über 24 h. Die Pfeile markieren Sr Hot 
Spots. Maßstab: 10 µm. 
 
In A549 Zellen wird unabhängig von der jeweiligen Oberflächenmodifikation eine starke Hot Spot 
Bildung in Zellkernnähe beobachtet. Zudem wird die Entstehung lokal begrenzter, hoher Ca Akkumu-
lationen beobachtet, welche deutlich mit Sr kolokalisiert sind. In A549 Zellen ist dieser Effekt ebenso 
wie in NR8383 AM, aber deutlich stärker ausgeprägt nach Exposition zu hydrophob modifizierten 
SrCO3 NP.  
4.4.1.2 Quantifizierung der SrCO3 NP Aufnahme  
Zur Quantifizierung der intrapulmonal deponierten NP Dosis wurde in verschiedenen Lungen-




ßen der Gehalt physiologischer und NP - assoziierter Elemente auf Organ- und Einzelzellebene be-
stimmt (siehe Abbildung 38A). 
Die Quantifizierung des P – Gehalts ist 3 d p.I. nur unter Vorbehalt möglich (Abbildung 38A, mar-
kiert mit #), da die L - Röntgenlinien von Sr und die P Kα - Linie so dicht beieinander liegen, sodass 
eine eindeutige Trennung dieser Linien unmöglich wird und ein hoher Sr Gehalt einen artifiziell ho-
hen P Gehalt zur Folge hat. Der intraseptale S Gehalt unter NP Belastung ist sowohl 3 d und 21 d p.I. 
verglichen mit unbehandeltem Kontrollgewebe signifikant erhöht. Die P Konzentration 21 d p.I. ist in 
Lungen exponierter Ratten in Abwesenheit von Sr signifikant erhöht. Fe und Cu Konzentration sind 
über 21 d stabil auf Kontrollniveau. 3 d p.I. ist der Zn Gehalt NP – belasteter Lungen signifikant gerin-
ger als der des unbehandelten Kontrollgewebes.  
 
Abbildung 38:  Elementquantifizierung in SrCO3 instillierten Rattenlungen. (A) Elementkonzentration der Alveolarsepten 
der untersuchten Wistar Rattenlungen nach intratrachealer Instillation mit 4,8mg/Lunge SrCO3 hydrophil. (B) Häufigkeits-
verteilung der Sr Dosis in Alveolarsepten und AM 3 d p.I.  
 
Der intraseptale Sr Gehalt 3 d p.I. ist ca. 2.900 ± 900 ppm, was den Sr Gehalt 21 d p.I. signifikant 
übersteigt. 21 d p.I. wurden lediglich in zwei Bereichen verschiedener Lungenschnitte minimale Sr 
Signale detektiert. Zudem wurde die Eventhäufigkeit, d.h. die Anzahl der gemessenen NP Dosen pro 
Lungenkompartiment innerhalb einer festgelegten Dosisklasse, durchgeführt (siehe Abbildung 38B). 
Die intraseptale NP Dosis ausgedrückt als Eventhäufigkeit zeigt eine AS Belastung < 5.000 ppm mit 
lognormaler bzw. asymmetrischer Dosisverteilung. In AM ergibt sich ebenso eine lognormale Vertei-
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lung der NP. Die AM Belastung mit Sr ist mit etwa 65.000 ± 14.700 ppm signifikant höher als die der 
AS.  
Zusätzlich wurden NP - induzierte Effekte auf physiologische Elemente in Abhängigkeit von Zell-
typ, Oberflächenfunktionalisierung und Exposition in vitro erfasst. NR8383 AM und A549 Zellen wur-
den über 72 h zu hydrophilen bzw. hydrophoben SrCO3 NP exponiert, die intrazelluläre NP Dosis und 
der Elementgehalt der Zellen bestimmt (siehe Abbildung 39 sowie 16 und 17 im Anhang). Im Ver-
gleich zu unbehandelten NR8383 AM sinken intrazelluläre S, Cu, Fe, Zn Konzentrationen nach NP 
Exposition signifikant ab. Abhängig von der Funktionalisierung der NP Oberfläche führen hydrophob 
modifizierte NP zu stärker ausgeprägten Effekten. Nach 72 h steigen Fe und Zn, teilweise auch Cu 
erneut auf Kontrollniveau an. Die Exposition von A549 Zellen zu SrCO3 NP führt zu einer signifikanten 





Abbildung 39: Quantifizierung zellulärer und NP – bezogener Elemente in NR8383 AM nach Exposition zu (A) 100 µg/ml 
bzw. (B) 30 µg/ml SrCO3 NP über 72h. (C) Sr Aufnahme in Abhängigkeit von Expositionskonzentration und -zeit, Zelltyp und 
Oberflächenmodifizierung. n.d.: nicht detektierbar.  
 
Die Analyse der NP Aufnahme in Abhängigkeit von Zelltyp, Oberfläche und Exposition zeigt 
eine signifikant höhere intrazelluläre Sr Dosis abhängig von der Expositionskonzentration sowie der 
Oberflächenfunktionalisierung. Hydrophob modifizierte SrCO3 NP führen bei ausreichend langer Ex-
positionszeit zu signifikant höheren intrazellulären Sr Dosen als hydrophil modifizierte NP. Bei glei-







































































































































































































































Die Häufigkeit der NP Dosis pro Zelle zeigt über 72 h unabhängig von der Oberflächenmodifikation 
eine asymmetrische, lognormale Verteilung (siehe Abbildung 16 im Anhang).  
4.4.1.3 CRM - Echtzeitmonitoring der intrazellulären Prozessierung von SrCO3 NP 
Anhand der in Kapitel 4.1.2 beschriebenen SrCO3 – spezifischen Ramanbanden ist es möglich die-
se NP in biologischer Umgebung zu detektieren. Die konfokale Ramanbildgebung von Lungengefrier-
schnitten drei und 21 Tage nach Instillation von Wistar Ratten mit 4,8 mg/Lunge ist in Abbildung 40 
dargestellt. Durch die hohe laterale Auflösung ist es möglich NP – belastete Zelltypen in der Lunge zu 
identifizieren. Typ I Pneumozyten zeichnen sich durch langgestreckte, dünne Zellkörper und längliche 
Zellkerne aus (siehe rote Pfeile). Typ II Pneumozyten sind anhand ihrer kubischen Morphologie, der 
starken Produktion von Lipidkörperchen und ihrer charakteristischen Lage an Verknüpfungspunkten 
zwischen Alveolarsepten gut zu erkennen (siehe weiße Pfeile). Auch AM können in NP belasteten 
Geweben lokalisiert werden (siehe orangefarbener Pfeil). 
 
Abbildung 40: Markierungsfreie CRM - Visualisierung SrCO3 beladener Lungen (A) sowie SrCO3 beladener NR8383 AM (B). 
(A) 3 d p.I. bzw. 21 d p.I. von 4,8mg/Lunge SrCO3 hydrophil bzw. hydrophob. (B) Formaldehyd - fixierte NR8383 AM nach 24-
stündiger Exposition zu 100 µg/ml SrCO3 hydrophob. (C) µPIXE Bildgebung fixierter NR8383 AM exponiert zu 100 µg/ml 
SrCO3 hydrophil (links) bzw. hydrophob (rechts) nach 24 h. Maßstab: 5 µm. 
 
3 d p.I. konnten keine SrCO3 NP im Lungengewebe exponierter Tiere detektiert werden (siehe 
Abbildung 40A). Dies steht im Gegensatz zu den Ergebnissen der IBM, welche den Nachweis der An-
wesenheit von SrCO3 NP in AM und AS anhand Sr - spezifischer Röntgenlinien brachte (siehe Abbil-
dung 37 und 11 - 13 im Anhang). Auch CRM - basierte in vitro Untersuchungen zu NP Aufnahme, sub-
zellulärer Lokalisation und Akkumulation in fixierten NR8383 AM lieferten keine SrCO3 - spezifischen 
Ramansignale (siehe Abbildung 40B). Dies untermauert die in vivo Ergebnisse der CRM, dennoch 
steht die gezeigte molekulare Bildgebung dem IBM Nachweis der SrCO3 belasteten Zellen und Gewe-




Um die intrazelluläre Aufnahme der NP und ihre Prozessierung nachverfolgen zu können, wurde 
die Aufnahmekinetik der SrCO3 NP in lebenden NR8383 bzw. A549 Zellen mithilfe der CRM in Echtzeit 
untersucht (siehe Abbildung 41 und 24 im Anhang). Die NP Aufnahme in NR8383 AM mit einem Zeit-
intervall von 15 min zeigt, dass sich die applizierten SrCO3 NP an die Membran der Zellen assoziieren 
und internalisiert werden. Durch die Orangefärbung einzelner Bildpunkte im Falschfarbenbild wird 
deutlich, dass rote (= SrCO3 NP) und grüne Bildpunkte (= CH - Streckung) z.T. in den gleichen Pixeln 
vorhanden sind. Dies beweist die NP Internalisierung durch Überlagerung roter SrCO3 - Bildpunkte 
mit grünen Zytoplasma - Bildpunkten unter Entstehung orangefarbener Punkte. Die Ramanspektren, 
die von diesen Bildpunkten extrahiert wurden, zeigen ebenso Protein- und NP - spezifische Banden 
(siehe Abbildung 42). Mit fortschreitender Expositionszeit lagern sich vermehrt NP an die Zellmemb-
ranen an und werden innerhalb der Zellen detektierbar (siehe Abbildung 41, weißer, blauer, orange-
farbener Pfeil bei „165 min“). Nach 240 min jedoch war es nicht länger möglich diese zuvor intrazel-
lulär lokalisierten NP weiterhin zu detektieren. 
 
Abbildung 41: CRM Live Cell Imaging der SrCO3 NP Aufnahme durch NR8383 AM. Aufnahmekinetik, dargestellt als Falsch-
farbenbild, wurde bei 37°C in phenolrotfreiem DMEM mit 25 mM HEPES mit einer zeitlichen Auflösung von 15 min durchge-
führt. Maßstab: 5µm. 
 
Die inkorporierten NP, in Abbildung 41 gekennzeichnet durch die Pfeile, wurden anschlie-
ßend hinsichtlich ihrer Integralintensität in Abhängigkeit von der Expositionszeit analysiert (siehe 
Abbildung 42). Auftretende symmetrische Streckschwingungen von CH2 /CH3 – Gruppen stammen 
aus dem Proteinanteil des Zytoplasmas. Zeitabhängig wurde eine Reduktion der Intensität NP - spezi-






Abbildung 42: Auflösungskinetik von SrCO3 NP in NR8383 AM. (A)  Ramanspektren hydrophob modifizierter SrCO3 NP in 
NR8383 an der blau markierten Stelle innerhalb der Zelle (siehe Abbildung 41 blauer Pfeil). (B, C, D) Integralintensität der 
ν1(CO32-) Streckung bei 1076 cm-1 über die Zeit des Live Imaging an den markierten Stellen (weiße/graue, blaue und orange-
farbene Pfeile in Abbildung 41), zusammen mit den berechneten Auflösungskoeffizienten. ν = Streckung, δ = Deformation. 
n = 2. 
 
In Abbildung 42B, C und D ist die massennormierte Integralintensität der ν1 Streckschwingung 
der CO32- - Gruppe, einer kristallischen Verbindung der SrCO3 NP, als Funktion der voranschreitenden 
Expositionszeit am Beispiel von drei aufgenommenen NP - Aggregaten präsentiert. Die Löslichkeitsra-
te der NP in intrazellulärer Umgebung beträgt 0,01 - 0,008 cts/min. Das in Abbildung 24A in Kapitel 
4.1.2 gezeigte Ramanpofil von SrCO3 entsteht durch spezifische Vibrationsmodi der SrCO3 NP, welche 
durch dessen kristallische Struktur entstehen151. Ein Fehlen dieser kristallischen Struktur sorgt wiede-
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rum für das Fehlen entsprechender Ramanbanden. Folglich führt eine Degradation internalisierter 
SrCO3 NP zu einer zeitabhängig reduzierten Intensität SrCO3 spezifischer Ramanpeaks. 
So wurde im nächsten Schritt eine zellfreie CRM – basierte Plattform etabliert, welche der Analy-
se der Löslichkeitskinetik von NP unter kontrollierten Bedingungen dienen sollte. SrCO3 NP wurden 
auf Raman - kompatiblen Substraten immobilisiert und eine zeitlich aufgelöste Ramanvisualisierung 
bei verschiedenen pH-Werten, welche zytoplasmatische sowie endosomale bzw. endolysosomale 
Bedingungen widerspiegeln sollen, durchgeführt (siehe Abbildung 43). Die Reduktion des pH-Wertes 
auf pH5.5 und 4.5 führte zu einer starken Abnahme SrCO3 - spezifischer Ramanbanden (Abbildung 
43C und D) nach 15 - 20 min. 
Zur spektralen Analyse der zeitlich aufgelösten pH – Sensitivität von SrCO3 NP wurde die ν1 






Abbildung 43: Löslichkeitskinetik von SrCO3 NP im zellfreien System. CRM Visualisierung der pH abhängigen Auflösung der 
hydrophilen (A) und hydrophoben (B) SrCO3 NPs auf LbL Polyelektrolyt-beschichteten CaF2 Substraten. Ramanspektren der 
pH - abhängigen Auflösung der hydrophilen (C) und hydrophoben (D) SrCO3 NPs. Integralintensität der ν1 Streckung bei 
1076 cm-1 als Funktion von pH-Wert und Zeit (E: hydrophil, F: hydrophob) wurde für jeweils sechs verschiedene NP Agglo-
merate bestimmt. ν = Streckung, δ = Deformation. 
 
In physiologischem Milieu (pH7.4) bleibt die Intensität NP - spezifischer Ramanpeaks zeit- 
und oberflächenunabhängig konstant. SrCO3 NP mit hydrophob modifizierter Oberfläche lösen sich 
unter endosomalen Bedigungen (pH5.5) schneller als hydrophil modifizierte NP. Ein endolysosomales 






4.4.2 TiO2 und TiZr NP  
 
Die Kα, β – Linien von Ti und Zr im µPIXE Spektrum der untersuchten Lungengewebe zusam-
men mit charakteristischen Röntgenlinien von physiologisch im Gewebe vorkommenden Elementen 
wie P, S, K, Ca usw., bestätigt das Vorkommen dieser NP Spezies (siehe Abbildung 11 C und D). Mithil-
fe der hochauflösenden Bildgebungsverfahren wurden Lungengefrierschnitte 3d p.I. mit 
0,6 mg/Lunge TiO2 bzw. TiZr untersucht. 
4.4.2.1 Translokation von TiO2 und TiZr NP im respiratorischen System 
TiO2 NP 
In den Abbildung 44 ist die intrapulmonale Distribution von TiO2 NP exponierter Ratten 3 d 
p.I. dargestellt. Ti wurde verstärkt in alveolaren Regionen detektiert (siehe braune Ellipsen). Ti Signa-
le wurden zudem frei im Lumen der Alveolen detektiert, d.h. Ti Signale frei von P und S Signalen der 
AS (obere Reihe, weiße Pfeile). Ti – belastete AM wurden identifiziert (gelber Kreis). Eine NP Translo-
kation in das Endothel bzw. Lumen des größeren pulmonalen Blutgefäßes wird durch Visualisierung 
der lateralen Elementverteilungen von S, Fe und Ti und deren Überlagerung im Falschfarbenbild 
sichtbar (zweite Reihe, rote Ellipse). In bronchialen Strukturen des Gewebes ließ sich Ti in Hot Spots 
nachweisen. Besonders die P Verteilung gibt hierbei Aufschluss über die Ansammlung von Immunzel-
len in Bronchiennähe im BALT. Aufgrund des spezifischen Ramanprofils mit einer hochintensiven 
Phononenbande sind TiO2 NP in den verschiedenen Kompartimenten der Lunge nachweisbar (siehe 
Abbildung 44B). An der Außenseite pulmonaler Blutgefäße sind kleine TiO2 Vorkommen zu beobach-
ten, was mit den IBM Analysen übereinstimmt (weiße Pfeile). Kleine NP Hot Spots wurden in bron-
chialem Gewebe detektiert (weiße, gelbe Pfeile in Reihe 3 und 4), obwohl ein AM (gelbe Box) bereits 
einen großen Teil der abgelagerten NP internalisiert hat. Kleinere NP sind in AT II Pneumozyten Der 
AS zu sehen. AT II Pneumozyten zeichnen sich durch eine hohe Dichte intrazellulärer Lipidkörperchen 
aus. Die CRM Analyse und die IBM Ergebnissen der intrapulmonalen TiO2 Verteilung zeigen Ti Signale 






Abbildung 44: Visualisierung von TiO2 beladenem Lungengewebe. (A) µPIXE: Verteilung zellulärer Elemente und Ti in 
Lungengewebe von Wistar Ratten 3 d p.I. mit 0,6 mg/Lunge TiO2. Markierte Ti belastete Bereiche: weiße Pfeile = freies TiO2 
im Alveolarlumen; gelber Kreis = AM; braune Ellipsen = AS; rote Ellipsen = Gefäß; grüne ROI = bronchiales Gewebe. (B) 
CRM: Verteilung von TiO2 NP in AS, AM und bronchialen Strukturen. Die Pfeilspitzen markieren NP Vorkommen. 
LK: Lipidkörperchen. Maßstab: 10 µm. 
 
Der µPIXE Nachweis der intrazellulären Aufnahme von TiO2 NP durch A549 Typ II – ähnliche Zel-
len und NR8383 AM ist in Abbildungen 10 und 11 im Anhang zu sehen. Die in Abbildung 45B und in 
Abbildung 18 im Anhang gezeigte µPIXE weist eine sehr hohe Aufnahmekapazität von A549 Zellen für 
TiO2 NP nach. Nach 24 – stündiger Inkubation der Zellen mit TiO2 NP zeigt sich starke intrazelluläre Ti 
Hot Spot Bildung vorrangig in der Peripherie der Zellen, welche mit P, S, Ca, Fe, Cu und Zn Hot Spots 
kolokalisiert sind. Mit fortschreitender Expositionsdauer akkumulieren die Zellen weitere TiO2 NP. 
NR8383 AM zeigen ebenso eine hohe Aufnahmekapazität für TiO2 NP (siehe Abbildung 45A). Es wer-
den signalstarke Ti Hot Spots auf einer nahezu homogenen intrazellulären Ti Verteilung detektiert. 






Abbildung 45: µPIXE Visualisierung von zellulären Elementen sowie Ti in NR8383 AM (A) und A549 Zellen (B) nach 24 - 
stündiger Exposition 30 µg/ml TiO2. Maßstab: 10 µm. 
 
TiZr Mischoxid Translokation 
Die in Abbildung 46A dargestellte µPIXE Visualisierung TiZr belasteter Lungengefrierschnitte 
verdeutlicht eine inhomogene Verteilung dieser NP vergleichbar mit TiO2 NP. Dabei wurde deutlich 
mehr Ti detektiert als Zr. Beide Elemente sind bevorzugt an septalen Verknüpfungspunkten lokali-
siert, was ein Hinweis auf Aufnahme durch AT II Pneumozyten ist (siehe Abbildung 46, obere Reihe, 
orangefarbene Pfeile). Ti wird zudem an schmalen Stellen der AS beobachtet, was auf eine Transloka-
tion in AT I Pneumozyten hindeutet (blauer Pfeil). Frei im Alveolarlumen vorliegende NP, die nicht 
mit zellulären Elementen kolokalisiert sind, wurden ebenso beobachtet (siehe lila Pfeil). Bronchiale 
Regionen sind durch hochintensive S Signale sowie gesteigerter P und Ca Intensität gekennzeichnet. 
Anhand der Fe Hot Spots ist auch hier die Lokalisierung pulmonaler Blutgefäße möglich. Rund um die 
visualisierten Bronchiolen ist dadurch zu erkennen, dass diese durch vier größere Gefäße versorgt 
werden (siehe Abbildung 46, rote Boxen). Bronchiale Regionen sind ebenso stark NP belastet und 
weisen BALT – Merkmale auf (grüne Pfeile). Ti Signale werden innerhalb des Endothels und innerhalb 
des Gefäßlumens beobachtet (weiße Pfeilspitze). Die intrapulmonalen Ti und Zr Verteilungen zeigen, 
dass Ti und Zr nicht stets kolokalisiert sind (siehe Abbildung 46, weiße Boxen). Die CRM Analyse der 
intrapulmonalen TiZr Distribution deutet auf eine starke Akkumulation in AM hin (siehe Abbildung 








Abbildung 46: Visualisierung von TiZr beladenem Lungengewebe. (A) µPIXE Verteilung zellulärer Elemente, Ti und Zr in 
Lungengewebe von Wistar Ratten 3 d p.I. mit 0,6 mg/Lunge TiZr. BALT: Bronchus – assoziiertes lymphatisches Gewebe. (B) 
CRM: Verteilung von TiZr NP in AS, AM und bronchialen Strukturen. Die Pfeilspitzen markieren NP Vorkommen. 




In vitro IBM Analysen zur Aufnahme und Kolokalisation der TiZr NP auf Einzelzellebene sind in 
Abbildung 47 und 19 im Anhang dargestellt, sowie der µPIXE - basierte Anwesenheitsnachweis ist im 
Anhang in den Abbildungen 12 und 13. Die IBM Analyse TiZr exponierter NR8383 AM zeigt eine Bil-
dung Ti - reicher und Zr - reicher intrazellulärer Hot Spots, sowie eine Kolokalisation von Ti mit Fe, Cu 
und Zn (siehe Abbildung 47A, grüne intrazelluläre ROIs).  
 
Abbildung 47: µPIXE Visualisierung von zellulären Elementen sowie Ti und Zr in (A) NR8383 AM und (B) in A549 Zellen 
nach 24 - stündiger Exposition 30 µg/ml TiZr. Maßstab: 10 µm. 
 
A549 Zellen nehmen verglichen mit NR8383 AM weniger Zr auf. NR8383 AM weisen eine 
homogenere intrazelluläre Ti und Zr Verteilung auf als A549 Zellen, welche sich eher Hot Spot - artig 
darstellt. In A549 Zellen sind intrazelluläre Ti Hot Spots mit Fe, Zn und Cu Hot Spots kolokalisiert. 
4.4.2.2 Quantifizierung der Aufnahme von TiO2 und TiZr NP in Lungengewebe und – zellen 
Die effektive TiO2 bzw. TiZr NP Dosis in AS sowie ihr Einfluss auf physiologische Elemente ist 
in Abbildung 48A dargestellt. P in belasteten AS ist 1,5 – fach erhöht verglichen mit Alveolarsepten 
unbehandelter Tiere. Die Zn – Konzentration in AS sinkt verglichen mit unbehandelten AS signifikant 
auf unter 100 ppm in AS ab. Die deponierte Ti Menge liegt unabhängig von der NP Spezies bei etwa 
5.000 ppm. Die detektierte Zr Konzentration entspricht etwa 13 % der detektierten Ti Menge. Die in 
Alveolarsepten penetrierte NP Menge dargestellt als Eventhäufigkeit weist auf eine Normalverteilung 







Abbildung 48: Quantifizierung zellulärer und NP – bezogener Elemente in Alveolarsepten TiO2 bzw. TiZr instillierter Rat-
tenlungen. (A) Elementkonzentration 3 d p.I. mit 0,6 mg/Lunge TiO2 bzw. TiZr. (B) Häufigkeitsverteilung der Ti Aufnahme in 
AS und AM. #: Phosphorkonzentration unter Vorbehalt. 
 
In vitro Untersuchungen zur TiO2 bzw. TiZr NP Aufnahme in NR8383 AM und A549 Zellen zei-
gen signifikante Veränderungen der intrazellulären P, S, Fe und Zn Konzentrationen. TiO2 NP führen 
zu einer erhöhten P Konzentration und einer Reduktion von S, Fe und Zn. TiZr NP wirken supprimie-
rend auf intrazelluläre Spurenelemente wie Fe und Zn (siehe Abbildung 49 und Abbildung 20 im An-
hang). Die TiO2 Aufnahme allein betrachtet, ist unabhängig von Expositionszeit, -konzentration und 
Zelltyp weitgehend konstant. TiO2 NP und TiZr NP werden in Abhängigkeit vom Zelltyp und ihrer 
chemischen Formulierung signifikant unterschiedlich aufgenommen. A549 Zellen akkumulieren TiO2 
NP intrazellulär, während NR8383 AM einen zeitabhängig sinkenden intrazellulären Ti Gehalt aufwei-
sen. Im Vergleich zur Aufnahme des Mischoxid NP TiZr wurden nach Exposition zu TiO2 NP z.T. signifi-
kant höhere intrazelluläre Ti Konzentrationen nachgewiesen. Das Mischungsverhältnis von Ti vs. Zr 
im NP weicht vom in Kapitel 4.1.3 bestimmten Verhältnis von 10:1 ab und liegt in AS bei 30:1. 
  




































































 Alveolarsepten TiO2MW: 4.300 +/- 700 ppm
Median: 5.000 ppm, Q25,75: 1.600, 6.500 ppm













MW: 5.600 +/- 750 ppm












Abbildung 49: Quantifizierung zellulärer und NP – bezogener Elemente in NR8383 AM nach Exposition zu (A) 30 µg/ml 
TiO2 bzw. TiZr NP, (B) 10µg/ml über 72h. (C) Aufnahme von Ti und Zr durch NR8383 AM und A549 Zellen nach Exposition zu 
10 bzw. 30 µg/ml (auch A549 Zellen). P wurde nach TiZr Exposition nicht bestimmt. 
 
Die detektierten intrazellulären NP Konzentrationen dargestellt als Eventhäufigkeit verdeut-
licht, dass die Verteilung stets asymmetrisch einer lognormalen Funktion folgt (siehe Abbildung 20 im 
Anhang). Mittel- und Medianwert der gezeigten Populationen liegen teilweise weit voneinander ent-
fernt.  
4.4.2.3 µPIXE – basierte Kolokalisationsanalyse 
Die Internalisierung von Ti in AS sowie eine Freisetzung von Zr aus dem Mischoxid NP wurde 
mithilfe einer elementbasierten Kolokalisationsanalyse studiert. Zu diesem Zweck wurde die Signalin-












































































































































































































































Bilder, untersucht. Ti Signale der TiO2 NP im Lungengewebe exponierter Ratten korrelieren mit S 
Signalen, welche vom Gewebe stammen. Zudem zeigen sich hohe Ti Intensitäten ebenso in Abwe-
senheit von S Signalen, was drauf hinweist, dass TiO2 NP auch frei im Alveolarlumen vorliegen kön-
nen (siehe Abbildung 50A, rote Pfeile).  
 
Abbildung 50: Ko – Lokalisation von S, Ti und Zr in Rattenlungengewebe in vivo und in Lungenzellen in vitro. µPIXE Visua-
lisierung von 0,6 mg / Lunge TiO2 (A) bzw. TiZr (B und C) in Lungengewebe instillierter Ratten. Maßstab: 50 µm. (D, E) Ko – 
Lokalisation von S, Ti und Zr in A549 Zellen (D) und NR8383 AM (E). µPIXE Visualisierung von A459 Zellen und NR8383 AM 
nach Exposition zu 30 µg/ml TiZr für 24 h. Die Kolokalisation dieser Elemente entlang der Traversen ist rechts dargestellt. 






Die Kolokalisationsanalyse der TiZr NP in Lungengewebe exponierter Ratten zeigt, dass Zr frei 
von Ti und S Signalen im Gewebe vorliegen kann (siehe lila Pfeil), aber auch kolokalisiert mit Ti. Eben-
so wurde festgestellt, dass auch nach Instillation mit TiZr NP Ti frei von Zr und S Signalen detektiert 
werden kann (siehe Abbildung 50B und C). Gleiche Analysen wurden nach in vitro Exposition von 
NR8383 AM und A549 Zellen durchgeführt (siehe Abbildung 50D und E). TiZr exponierte A549 Zellen 
zeigen keinerlei Hinweis separierte Ti / Zr Signale (siehe Abbildung 50D). Die intrazelluläre Verteilung 
von Ti und Zr in NR8383 AM hingegen zeigt, dass Ti Hot Spots frei von Zr Signalen und Zr Hot Spots 
ohne oder mit extrem niedrigen Ti Gehalt intrazellulär ausgebildet werden (siehe weiße Pfeile in Ab-
bildung 50E).  
Die Quantifizierung der intrazellulären Ti und Zr Konzentrationen in AS in vivo sowie in 
NR8383 AM und A549 Zellen in vitro unterstützt durch die gezeigten µPIXE - basierten Kolokalisa-
tionsanalysen zeigt unterschiedliche Ti:Zr - Verhältnisse im Vergleich zur NP Kontrolle (10:1). In AS 
wurde ein Verhältnis von 30:1 und in A549 Zellen ein ansteigendes Verhältnis von zunächst 4:1 (24 h) 
bis 8:1 (72 h). In NR8383 AM zeigt sich eine Abhängigkeit von der Expositionskonzentration (siehe 
Abbildung 49). Nach Exposition zu niedrigen TiZr Konzentrationen gleicht das Ti:Zr - Verhältnis dem 
in A549 Zellen. Nach Exposition zu höheren TiZr Konzentrationen kehrt sich dieses Verhältnis bis zu 
1:2 um. 
4.4.2.4 Translokation von TiO2 bzw. TiZr NP auf Gewebe - und Zellebene 
In vivo als NP – belastete „Zielzellen“ identifiziert, wurden AT II Pneumozyten, AM und Bron-
chialepithelzellen als zu untersuchende in vitro Modelle ausgewählt (siehe Abbildung 51). Dies diente 
der Untersuchung von Zelltyp - abhängigen Aufnahmeunterschieden und subzellulären Transloka-
tionsmustern der NP. CaLu-3 Zellen bilden Charakteristika von Schleimhautepithelzellen aus und stel-
len damit ein hervorragendes Bronchialzellmodell dar, welche für die Untersuchung von 
Clearancemechanismen genutzt werden könnten. Die 3D CRM – Visualisierung zeigt, dass TiO2 NP 
nicht in der Lage sind in CaLu-3 Zellen einzudringen. TiO2 spezifische Ramansignale wurden lediglich 
auf der Zelloberfläche detektiert. Eine parazelluläre Translokation der NP wurde ebenso nicht beo-
bachtet ( Abbildung 51). Die Visualisierung der subzellulären Verteilung der TiO2 NP in NR8383 AM ist 
sehr inhomogen innerhalb einer Zellpopulation (siehe Abbildung 51). Die anatase und rutile Kristall-
phase (Verhältnis 3:1) der TiO2 NP werden mithilfe der CRM identifiziert und NP mit rein anataser 
Struktur bzw. rutiler Struktur sowie Mischformen sind detektierbar. Beide kristallische Phasen zeigen 
unterschiedliche Verteilungsmuster, jedoch wurden beide Kristallphasen kolokalisiert mit Lipidkör-
perchen und Proteinen der Zellen gefunden, was durch eine Überlagerung von grün, gelb und rot im 




wohl in der Peripherie der Zellen in Membrannähe als auch in unmittelbarer Umgebung des Zellkerns 
detektierbar.  
 
Abbildung 51: 3D Ramanvisualisierung von TiO2 (50 µg/ml, 24 h), in NR8383 AM oder CaLu-3 Zellen. weiß: Überlagerung 
roter, grüner und gelber Bildpunkte. xy: laterales Imaging, xz: Tiefenimaging. 
 
Weiterhin wurden A549 Zellen nach Exposition zu TiO2 NP mithilfe der CRM analysiert (siehe 
Abbildung 52). Die Ramanvisualisierung zeigt, dass deutlich zwischen den zwei auftretenden Kristall-
phasen der NP, anatase und rutil, hinsichtlich ihrer Verteilung auf subzellulärer Ebene unterschieden 
werden kann. Anatases TiO2 findet sich nicht nur im Zytoplasma wieder, sondern auch im perinukle-
ären Bereich. Rutiles TiO2 tritt nur vereinzelt in Zellkernnähe auf. Zudem zeigt die Visualisierung eine 
Kolokalisation von TiO2 mit den Lipidkörperchen (LB) der Zellen (weiße Farbe im kombinierten Bild). 







Abbildung 52: Translokationsmuster von TiO2 (50 µg/ml, 24 h) in A549 Zellen (A). CRM Bilder TiO2 exponierter A549 
Zellen. (B) Kolokalisationsrate rutiler TiO2 NP mit Mitochondrien bzw. LB (Lipidkörperchen) in Bezug auf die Gesamtpixel-
zahl von TiO2 NP. (C) Ramanspektrum der Lipidkörperchen in A549 Zellen zusammen mit Referenzspektren der TiO2 Kris-
tallphase anatase und (D) Ramanspektrum der Mitochondrien in A549 Zellen mit einem Referenzspektrum rutiler TiO2 NP. 
ν = Streckung, s = symmetrisch, as = asymmetrisch. 
 
Eine genaue spektrale Analyse der Kolokalisation dieser zwei Phasen mit den LB und Mito-
chondrien wurde durchgeführt. Spektren, welche von der LB - und Mitochondrienverteilung extra-
hiert wurden, zeigen, dass sowohl anatases als auch rutiles TiO2 mit den Lipidkörperchen der Zellen 
kolokalisiert ist. Die Analyse der Mitochondrien dieser Zellen zeigt nun jedoch ausschließlich rutilspe-
zifische Peaks. Zudem wurde ein intrazellulär doppelt reduziertes Intensitätsverhältnis der Bande bei 
144 cm-1 zu den Peaks bei 448 und 615 cm-1 verglichen zum Intensitätsverhältnis der rutilspezifischen 
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Abbildung 53: Translokation von TiZr NP in A549 Zellen bzw. NR8383 AM nach 24 - stündiger Exposition zu 30 µg/ml TiZr. 
 
In vitro nach Exposition zu TiZr NP ist unabhängig vom Zelltyp eine diffuse intrazelluläre Ver-
teilung zu beobachten (siehe Abbildung 53). Anatase und rutile Kristallphasen sind im Mischoxid NP 
nicht spektral separierbar, ebenso wenig wie TiO2 und ZrO2. Kolokalisationsereignisse mit subzellulä-
ren Strukturen sind kaum detektierbar. TiZr NP scheinen in NR8383 AM tendenziell vermehrt an Mi-
tochondrien zu assoziieren. In A549 Zellen sind die Kolokalisationsraten mit Mitochondrien und Li-
pidkörperchen konstant, jedoch scheint die Kolokalisation mit diesen Zellkompartimenten allgemein 
geringer als in NR8383 AM (siehe Abbildung 22 im Anhang). 
4.4.3 ZrO2 NP  
Zur Korrelation zytotoxischer und oberflächen - bedingter Effekte mit der effektiven, intrazel-
lulären NP Dosis wurde die Aufnahme oberflächenfunktionalisierter ZrO2 NP mithilfe der hochauflö-
senden Bildgebungsverfahren untersucht, sowie intrazelluläre Wechselwirkungen mit subzellulären 
Strukturen und Biomolekülen analysiert. 
4.4.3.1 Visualisierung NP – belasteter Lungengewebe  
In vivo 
In Abbildung 11 E und F im Anhang sind die Kα – und Kβ – Linien von Zr in Anwesenheit biolo-
gisch relevanter Elemente wie P, S, Cl, K, Ca usw. in Lungengewebe drei Tage nach Instillation der 
Wistar Ratten mit 1,2 mg/ Lunge ZrO2 Acryl bzw. TODS dargestellt. Die Anwesenheit der charakteris-
tischen Zr Röntgenlinien bestätigt die Anwesenheit dieser NP im Lungengewebe instillierter Ratten. 
Die  µPIXE Visualisierung dieser Lungengewebe ist in Abbildung 54 dargestellt. Aus dem Übersichts-
bild eines Lungenschnittes 3 d p.I. wird eine oberflächenunabhängig diffuse laterale Verteilung von Zr 
innerhalb der alveolaren Bereiche erkennbar. Acrylierte NP sind in AM (siehe Abbildung 54A, weiße 




bung mittels CRM zeigte, dass ZrO2 sich 3 d p.I. vorwiegend in AM befindet (weiße Pfeile in Abbil-
dung 54B), aber vereinzelt an AS (orange Pfeile in Abbildung 54B). 
 
Abbildung 54: Visualisierung von ZrO2 – TODS bzw. ZrO2 – Acryl beladenem Lungengewebe. Elementverteilung in ZrO2 - 
beladenem Lungengewebe 3 bzw. 21 Tage p. I. von Ratten mit 1,2 mg/Lunge ZrO2 Acryl (A) und ZrO2 TODS (C). CRM Visuali-
sierung der Verteilung von ZrO2 Acryl (B) bzw. TODS (D) in AS und AM. Maßstab: 25 µm.  
 
ZrO2 TODS NP bilden in Lungengewebe verstärkt Hot Spots. Abbildung 54C zeigt deutlich Zr 




durch NP belastet sind und diese zumeist intakt sind (siehe Abbildung 54D, weiße Pfeile). Es wurden 
aber auch bereits kollabierte AM detektiert (pinker Pfeil in Abbildung 54D). Zudem wurde mittels 
CRM ein Vorkommen kleiner ZrO2 TODS NP in septalen Strukturen detektierbar (siehe Abbildung 
54D, weiße Ellipse). ZrO2 NP beider Oberflächenmodifikationen in Form von Hot Spots mit starken P-, 
S-, Ca-, Fe- und Cu - Signalen kolokalisiert.  
In vivo Methodenvergleich zur Detektion und Identifizierung von NP in biologischer Umgebung  
ToF-SIMS und IBM wurden in einer sequentiellen Analyse ZrO2 - beladener Lungenschnitte 
bezüglich NP und Elementverteilung angewendet. Beide Techniken bieten eine hohe Auflösung sowie 
die Identifizierung von ZrO2 NP anhand Methoden - spezifischer Merkmale. Zudem sollen beide Me-
thoden hinsichtlich der Fähigkeit zur präzisen Detektion kleiner NP Vorkommen, deren Verteilung 
sowie die Verteilung von gewebespezifi-
schen Eigenschaften in Form von phy-
siologisch relevanten Elementen (IBM) 
bzw. organischen Fragmenten (ToF-
SIMS) verglichen und unterstützdend 
angewendet werden. Die ToF-SIMS Ana-
lyse wurde an einer Position im Gewebe 
durchgeführt, welche zuvor mithilfe der 
IBM untersucht wurde, um eine Korrela-
tion der Messergebnisse durchzuführen.  
Diese wurde erfolgreich mit hoher 
Messgenauigkeit erreicht (siehe Abbil-
dung 55). Diese Analyse soll zudem zum 
tieferen Verständnis der toxikologischen 
relevanz von ZrO2 NP beitragen1. Beide 
Methoden identifizieren den größten 
Anteil der ZrO2 NP agglomeriert in AM 
sowie kleinere Vorkommen assoziiert an 
AS. Die quantitative Analyse der belaste-
ten Lungenbereiche mittels IBM wird 
hier ergänzt durch die hohe laterale 
Auflösung der ToF-SIMS, was die Detek-
tion kleinster NP Vorkommen ermög-
licht. Das Zusammenspiel dieser Methoden stellt ein herausragendes Werkzeug zur quantitativen 
Abbildung 55: Visualisierung von ZrO2 – TODS beladenem Lungenge-
webe mithilfe der IBM (links) und der ToF-SIMS (rechts). Elementver-
teilung bzw. Verteilung organischer SO2+, PO+ und ZrO+ - Fragmenten in 




Analyse von NP Vorkommen in biologischem Gewebe dar und führt zu einem tieferen Verständnis 
toxikologisch relevanter NP Verteilungsmuster durch eine Optimierung von Detektions- und Auswer-
tungsverfahren. 
In vitro 
Das Translokationsverhalten oberflächenfunktionalisierter ZrO2 NP auf Einzelzellebene wurde 
ebenso in vitro in NR8383 AM untersucht (siehe Abbildung 56). Der µPIXE Nachweis über die Anwe-
senheit der ZrO2 Acryl bzw. TODS in NR8383 AM ist in Abbildung 11 E, F im Anhang zu finden. 
 
Abbildung 56: µPIXE Visualisierung von ZrO2 – TODS bzw. Acryl beladenen NR8383 AM. Verteilung zellulärer Elemente 
und Zr 24 h nach Exposition zu 30 µg/ml ZrO2 – TODS bzw. Acryl. 
 
Die µPIXE Bildgebung der exponierten AM in vitro zeigt, dass auf subzellulärer Ebene eine 
homogene Zr Verteilung vorherrscht, während in vivo die Formation von Hot Spots vorherrscht (siehe 
Abbildung 54). Lediglich acrylierte ZrO2 NP zeigen in vitro eine Tendenz zur Hot Spot Bildung auf ei-
ner homogenen Zr Verteilung. 
4.4.3.2 Quantifizierung der ZrO2 Aufnahme 
Die Quantifizierung des Elementgehalts in den Alveolarsepten der Lungenschnitte ZrO2 expo-
nierter Ratten 3 d p.I. ist in Abbildung 57 dargestellt. Die intraseptale S Konzentration ist auch nach 
Exposition zu ZrO2 NP auf Niveau der unbehandelten Kontrolle. Der Eisengehalt ist nach ZrO2 TODS 
Exposition der Ratten signifikant reduziert verglichen mit unbehandelten und ZrO2 Acryl - behandel-
ten Rattenlungen. Der Cu Gehalt nach Exposition steigt signifikant an, unbeeinflusst durch die jewei-
lige Oberflächenfunktionalisierung. Die Quantifizierung der NP Belastung der AS zeigt keinerlei Auf-
nahmeunterschiede zwischen den verschiedenen Oberflächenfunktionalisierungen. Die Darstellung 
der Zr Dosis pro Alveolarseptum als Eventhäufigkeit ergibt eine bimodale Dosisverteilung unabhängig 
von der Oberflächenfunktionalisierung der NP. Die intrazelluläre Zr Dosis zeigt zwei Populationen mit 
höherer intrazellulärer Zr Dosis, welche in bis zu 20 % der untersuchten Zellen nachgewiesen wurde. 





Abbildung 57: Quantifizierung zellulärer und NP – bezogener Elemente in Alveolarsepten ZrO2 instillierter Rattenlungen. 
(A) Wistar Ratten wurden mit 1,2mg/Lunge ZrO2 TODS bzw. Acryl intratracheal instilliert und nach 3 Tagen analysiert. (B) 
Häufigkeitsverteilung der Zr Aufnahme in Alveolarsepten.  
 
Die Quantifizierung der ZrO2 NP Aufnahme in vitro durch NR8383 AM ist in Abbildung 58 dar-
gestellt. In vitro wurde abhängig von der NP Oberflächenmodifizierung eine signifikant höhere intra-
zelluläre Zr Dosis nach Exposition zu TODS - modifizierten NP nachgewiesen. Die Aufnahme acrylier-
ter ZrO2 NP beläuft sich unter gleichen Expositionsbedingungen auf die Hälfte der TODS Aufnahme. 
Die Eisenkonzentration durch TODS - modifizierte NP steigt signifikant um das 3 - fache an und die 
intrinsische Zn Konzentration ist durch beide NP Typen signifikant auf die Hälfte reduziert. 
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Abbildung 58: Quantifizierung zellulärer und NP – bezogener Elemente in NR8383 Alveolarmakrophagen (A) nach Exposi-
tion zu 30 µg/ml ZrO2 TODS bzw. Acryl NP für 24h. (B) Häufigkeitsverteilung der Zr Aufnahme in NR8383 AM.  
 
Die aufgenommene Dosis acrylierter sowie TODS - modifizierter ZrO2 NP ist wie in vivo log-
normal verteilt, jedoch unimodal (siehe Abbildung 58B).  
4.4.3.3 Translokation oberflächenmodifizierter ZrO2 NP in Lungenzellen  
ZrO2 exponierte NR8383 AM und A549 Zellen wurden in vitro mithilfe der CRM hinsichtlich 
subzellulärer Verteilungsmuster untersucht (siehe Abbildung 59). In A549 Zellen wurden nach Expo-
sition zu TODS funktionalisierten ZrO2 NP größere intrazellulär aufgenommene Mengen detektiert als 
nach Exposition zu acrylierten NP. Wenige, kleine Ansammlungen acrylierter ZrO2 NP wurden in A549 
Zellen in Membran - und in Zellkernnähe detektiert. ZrO2 TODS NP wurden zum einen als sehr kleine 
NP Vorkommen an den Zellmembranen detektiert (weiße Pfeile) und zum anderen in größeren Ag-
glomeraten in Zellkernnähe im Bereich des ER. In NR8383 AM wurden nach Exposition zu diesen NP 
größere Mengen ZrO2 detektiert als in A549 Zellen. Die rot dargestellten NP überlagern sich mit den 
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Abbildung 59: Konfokale Raman - Visualisierung von ZrO2 TODS bzw. Acryl in A549 Zellen und NR8383 AM (A) nach Expo-
sition zu 30 µg/ml für 24 h. LB: Lipidkörperchen. (B) Kolokalisationsrate der NP mit den verschiedenen Zellkompartimenten 
normiert auf die Gesamtpixelanzahl der NP pro Zelle. 
 
Eine Kolokalisationsanalayse auf Basis der pro Bildpunkt enthaltenen spektralen Raman-






































































































































































Der ortsaufgelöste Nachweis von Ablagerungen inhalierter bzw. instillierter NP ist noch im-
mer herausfordernd. Die in der vorliegenden Arbeit angewandte ortsaufgelöste, markierungsfreie 
simultane Visualisierung und Quantifizierung der NP Belastung in vivo und in vitro stellt daher einen 
besonderen Informationsgewinn auf Einzelzellebene dar. Mithilfe der IBM ist es möglich hochauflö-
sende sowie quantitative Translokations- und Kolokalisationsanalysen von NP im Lungenparenchym 
auf Elementbasis durchzuführen. Unterstützend bietet die molekülbasierte CRM ein herausragendes 
Werkzeug zur spezifischen 3D NP Detektion und Identifizierung, sowie der Echtzeitverfolgung ihres 
intrazellulären Schicksals. Die Kombination dieser Techniken erlaubt zudem eine Analyse biochemi-
scher Veränderungen der unmittelbaren NP Umgebung, sowie Homöostasestörungen oder Struktur-
veränderungen durch Anwesenheit der NP. 
5.1 Entwicklung der spektralen Histologie: Element - und molekülbasierte Charakterisie-
rung von Lungengewebe 
Zunächst ist es unerlässlich zelluläre und Gewebekomponenten markierungsfrei zu visualisie-
ren, sowie diese hinsichtlich ihrer spektralen Eigenschaften bzw. Alleinstellungsmerkmale zu charak-
terisieren. Die Visualisierung von Gewebestrukturen mittels µPIXE erfolgt durch die Darstellung der 
lateralen Verteilung physiologisch relevanter Elemente, wodurch selbst feinere Gewebestrukturen 
deutlich erkennbar werden. Dies macht die µPIXE Bildgebung zu einer hochempfindlichen Technik 
zur Darstellung und Charakterisierung biologischer Matrizes und bildet somit die Grundlage der NP 
Verteilungsanalysen. Aufgrund ihres ubiquitären Vorkommens in Zellen und Geweben sind P und S 
prädestiniert zur Visualisierung von biologischen Proben. In Form des Phosphats ist Phosphor als 
Elektrolyt in biologischen Systemen präsent. Bei Betrachtung des biologischen Systems „Mensch“ 
sind ca. 85 % des Phosphats in den Knochen verbaut, weitere 10 - 15 % liegen intrazellulär und etwa 
<1 % extrazellulär vor167, 168. Phosphat stellt intrazellulär das wichtigste Puffersystem dar. Zudem sind 
DNA und RNA zu erwähnen, welche sich durch ihr Phosphatrückgrat auszeichnen. Weiterhin enthal-
ten biologische Membranen große Mengen an Phospholipiden (z.B. Phosphatidylserin, Phosphatidyl-
cholin, usw.), welche ebenso zur Ubiquität von Phosphor115. Zudem ist auch Schwefel als global vor-
kommendes Element unverzichtbar für die Visualisierung biologischer Matrizes mittels Elementana-
lyse. Paradebeispiel für das physiologische Vorkommen von Schwefel sind Aminosäuren wie Methio-
nin, Cystein, aber auch Homocystein und Taurin. Über Cysteinseitenketten werden Disulfidbrücken 




nutzen schwefelhaltige Kofaktoren, wie beispielsweise Koenzym A zur Bildung energiereicher Thio-
esterverbindungen während der Fettsäure - Synthese115. Fe - S - Cluster spielen bei der mitochondria-
len Atmungskette170, im Zitratzyklus171 oder der Biosynthese von Proteinen, Amino -  und Nukleinsäu-
ren eine wichtige Rolle. Eines der wichtigsten Schutzsysteme vor oxidativem Stress nutzt die schwe-
felhaltigen Verbindungen Gluthation und Thioredoxin zur Eliminierung reaktiver Sauerstoffspezies 
aus dem Organismus172. So seien für Phosphor und Schwefel einige der wichtigsten physiologischen 
Funktionen erläutert, welche diese Elemente als optimale Marker zur elementbasierten Visualisie-
rung biologischer Proben zulassen. 
Aufgrund der räumlichen µPIXE – basierten Element – und Konzentrationsverteilung (siehe 
Abbildung 32 und Abbildung 33) lassen sich Gewebe markierungsfrei auf zellulärer Ebene identifizie-
ren. Im analysierten Lungengewebe trat die P Verteilung in Alveolarsepten Hot Spot – artig auf (siehe 
Abbildung 32). Große, runde P Hot Spots sprechen für AT II Pneumozyten, welche häufig an den Ver-
knüpfungspunkten zwischen mehreren Alveolarsepten zu finden sind und eine kubische Morphologie 
aufweisen (siehe Abbildung 32 gelbe Kreise). Zudem spricht die höhere P Konzentration für die An-
wesenheit Phospholipid - reicher Lipidkörperchen (siehe Abbildung 32 und Abbildung 55)1. Die in-
tensiven S Signale bronchialer Gewebe (siehe Abbildung 32 und Abbildung 33) können durch ihren 
speziellen Aufbau aus verschiedenen Stützstrukturen, wie Knorpelspangen, Muskulatur und Binde-
gewebe, bestehend aus Chondroitinsulfat und Kollagen163, erklärt werden. Kollagen besteht aus einer 
Tripelhelix, welche durch Bildung von Disulfidbrücken zwischen den einzelnen Helizes kovalent zu-
sammengehalten wird. Die Knorpelspangen der Bronchien besitzen zudem sulfatreiche Mukusschich-
ten (siehe Abbildung 44A grüne Markierung in Reihe 3 und Abbildung 46 Reihe 2)173. Kollagen und 
Elastin stellen hierbei mit 90 % der nicht – zellulären Trockenmasse die Hauptkomponenten des in-
terstitiellen Bindegewebes dar. Weitere u. a. auch sulfatreiche Bestandteile des pulmonalen Stütz-
gewebes sind Mukopolysaccharide, wie beispielsweise Proteoglykane oder Hyaluronsäure174. Die 
hohe Intensität des S Signals der Blutgefäße kann vor allem durch das vergleichsweise hohe Vor-
kommen an schwefelhaltigern Proteoglykanen im Endothel der Blutgefäße erklärt werden (siehe 
Abbildung 32 Reihe 3, Abbildung 44 Reihe 2, Abbildung 46A Reihe 3)175, 176. Die Anwesenheit von Fe 
Hot Spots zusammen mit einem erhöhten Eisengehalt im Gewebe sind Hinweise auf pulmonale Ge-
fäße, wie kleine Kapillaren in den schmalen Wänden der Alveolen (siehe Eisenverteilung in Abbildung 
32 Reihe 2). Pulmonale Blutgefäße zeigen sehr intensive Eisen – Hot Spots, welche auf das Hämo-
globin in Erythrozyten zurückzuführen ist. Durch Darstellung der lateralen Verteilung von Spurenele-
menten wie Fe, Cu und Zn können NP – induzierte Umverteilungen dieser Elemente innerhalb der 
Lunge auf metabolische Veränderungen oder Beeinträchtigungen hindeuten, was in Kapitel 5.3 de-
tailliert diskutiert wird. Zusätzlich zu den physiologischen Alleinstellungsmerkmalen der Gewebebe-




phor- und Schwefelverteilung können ebenso Makrophagen- und Lymphozyten – reiches BALT (Bron-
chus – assoziiertes – lymphatisches Gewebe) identifiziert werden (siehe Abbildung 32 und Abbildung 
44)177. Zuletzt zeigt sich, dass Alveolarsepten verglichen mit bronchialen Regionen oder Gefäßen eine 
höhere Zn Konzentration aufweisen. Eine Erklärung hierfür könnte die Rolle der Alveolarsepten als 
Blut - Luft - Schranke sein. Die Aufgabe dieser Barriere ist der Schutz vor dem Eindringen exogener 
Umweltschadstoffe sowie auch die Abwehr von Pathogenen. Zn wird hierbei eine besondere Rolle 
zugesprochen178. Es wird vermutet, dass Zn durch verschiedene Mechanismen antioxidativ wirkt, z.B. 
durch Stabilisierung und Schutz von Thiolgruppen - tragenden Proteinen, wie ziliärem Tubulin. Au-
ßerdem sind Zn2+ Ionen, da sie nur einen Oxidationsstatus einnehmen können und somit der Fenton 
Reaktion gegenüber robust sind, in der Lage Fe und Cu in Zellmembranen und Proteinen zu ersetzen, 
wodurch es die Membran - Protein - Organisation gegen exogene Stressoren schützt. Zn kann zudem 
freie Elektronen von Oxidantien binden. Zuletzt induziert Zn die Genexpression von Metallothionei-
nen und ist Bestandteil der Superoxid - Dismutase (SOD). All diese Eigenschaften von Zn erklären 
dessen höhere Konzentration in Alveolarsepten, da diese als schützende Barriere des Körpers gegen 
die Umwelt besonders häufig oxidativem Stress ausgesetzt sind und starke Schutzmechanismen be-
nötigen178. Die Cu Quantifizierung der AS resultierte in einem höheren Cu Gehalt in pulmonalen Blut-
gefäßen verglichen mit anderen Regionen der Lunge (siehe Abbildung 33). Eine Erklärung hierfür 
könnte sein, dass Cu - abhängige Lysyl - Oxidasen Elastin und Kollagen quervernetzen und so den 
unzähligen Gefäßen in AS ihre Spannkraft und Elastizität verleihen. Zudem ist beschrieben, dass Blut-
gefäße in Anwesenheit von Cu resistenter gegenüber inflammatorischen Stimuli sind179. 
Unterstützend liefert die CRM Informationen über funktionelle Gruppen auf subzellulärer 
Ebene, wodurch chemische Verbindungen identifiziert und biochemische Veränderungen charakteri-
siert werden können. So können AT II Zellen zusätzlich zu ihrer charakteristischen Lokalisierung an 
Verknüpfungspunkten mehrerer Septen zusätzlich anhand ihrer intrazellulären Lipidkörperchen (oder 
auch Lamellarkörperchen) erkannt werden. Diese spielen bei der Produktion des Lungensurfaktanten 
eine tragende Rolle und lassen sich spektral durch ein intensives Ramanprofil identifizieren (siehe 
Abbildung 34A). Der Lungensurfaktant besteht aus Phospholipiden, Neutrallipiden und Proteinen in 
einem Verhältnis von 10:1:1180, 181. Die Surfaktantproteine (SP)-B und –C sind als kleine Peptide durch 
Wechselwirkung mit den Surfaktantlipiden an der biophysikalischen Funktion des Surfaktanten betei-
ligt. Demgegenüber spielen SP-A und –D wichtige immunologische Rollen durch ihre Aufgaben als 
Opsonine und Scavengermoleküle182. Innerhalb der Alveolen sezernieren Typ II Pneumozyten dieses 
Gemisch in die wässrige Hypophase des Alveolarlumens57. Dies dient der Reduktion der Oberflächen-
spannung der Alveolen, sodass diese am Ende des Ausatmens nicht kollabieren180, 181. Der hohe Anteil 




che in AT II Pneumozyten durch die hohe Dichte von CH2 – Gruppen in Lipidkörperchen besonders 
stark ausgeprägt ist (siehe Abbildung 34A). Weiterhin sind mittels hochauflösender CRM die lang 
gestreckten Zellkerne der AT I Pneumozyten zu erkennen (siehe Abbildung 34B und Abbildung 40A, 
roter Pfeil). Diese sind hier markierungsfrei unterscheidbar von den kubisch, runden Zellkernen der 
AT II Pneumozyten (siehe Abbildung 34, weißer Pfeil in Abbildung 40A und weiße Box (AT II) bzw. 
weißer Kreis (AT I) in Abbildung 46B). Das Hämoglobin der Erythrozyten gibt diesen Blutzellen damit 
ein eindeutiges Alleinstellungsmerkmal. Häm ist aus einem Metallatom mit vier koordinativen Bin-
dungen zu den Stickstoffen der Pyrrolringe, auch Porphyringruppe genannt, aufgebaut. Porphyrine 
können mit einem Laser der Wellenlänge λ = 532 nm angeregt werden, wodurch ein Resonanz – Ra-
man - Effekt mit erhöhter Signalstärke entsteht183. Dieses Signal kann in Geweben zur Identifizierung 
und Lokalisierung von Blutgefäßen (Hämoglobin in Erythrozyten) und in Zellen zur Identifizierung von 
Mitochondrien (Cytochrom c) verwendet werden (siehe Abbildung 34B). Zudem kann mithilfe der 
CRM der Redoxstatus von Cytochrom c oder der Status der Sauerstoffbindung in Erythrozyten stu-
diert werden, welche Hinweise auf potenziell schädigende Effekte von NP liefern161, 183. Anhand der 
Proteindichteverteilung und der spezifischen molekularen Fingerabdrücke von Kollagen, Zellkernen 
usw. lassen sich Gewebekomponenten markierungsfrei unterscheiden (siehe Abbildung 34). Als Bei-
spiel ist hier der histologische Aufbau von Bronchiolen/Bronchien zu nennen, welche eine sehr cha-
rakteristische Stratifizierung aufweisen. Denn Knorpelspangen, glatte Muskulatur, die Lamina propri-
a, der Kinoziliensaum, die Bronchialdrüsen, usw. unterscheiden sich in ihren CH2/CH3 - Streckungsin-
tensitäten. Im Bereich der Bronchien unterstützen Knorpelspangen und glatte Muskulatur die Integri-
tät der Struktur. Diese enthalten verstärkt Kollagen163 und Chondroitinsulfat. Das Ramanspektrum 
von Kollagen stellt einen leicht zu identifizierenden Fingerabdruck dar. Kollagen in seiner stabilsten 
Form besteht aus einer sich wiederholenden Aminosäuresequenz „Gly-Pro-Hyp“ (4-Hydroxprolin, 
Hyp). Pro und Hyp zeigen klare Ramanpeaks und auch die Dreifach – Helix des Moleküls ist eindeutig 
detektierbar (siehe Abbildung 34C)163. Bronchus – assoziiertes lymphatisches Gewebe (BALT) kann 
durch eine pathologisch auffällige Ansammlung von Immunzellen, z. B. Lymphozyten, Monozyten 
und AM in Nähe der Bronchien oder zwischen diesen identifiziert werden und ist zudem durch große 
NP Vorkommen gekennzeichnet (siehe Abbildung 46). Zellkerne beherbergen die DNA Doppelhelix 
sowie RNA – Einzelstränge, welche ein stabilisierendes Phosphatrückgrat aufweisen. Dieses zeichnet 
sich durch ein Ramansignal bei 783 cm-1 aus, welches auf einer symmetrischen Streckung der O-P-O – 
Bindung beruht. Zusätzlich zeigen Purinbasen guaninspezifische Ramansignale bei 1320 cm-1 und 
adeninspezifische Signale bei 1342 cm-1. Ebenso Bestandteil des Zellkernspektrums sind die Banden 
Amid I und III sowie die symmetrische Streckschwingung von CH3 – Gruppen (2935 cm-1), welche Pro-




beispielsweise Histonen, Transkriptionsfaktoren, DNA – und RNA – Polymerasen und weiteren nukle-
ären Proteinen. 
Auf die gleiche Art und Weise ist es möglich Biomoleküle und subzelluläre Strukturen in vitro 
markierungsfrei darzustellen. Zellkerne, Lipidkörperchen sowie ER und Mitochondrien können an-
hand unterschiedlicher Protein - Lipid – Dichten bzw. Verhältnisse sowie zusätzlicher Merkmale wie 
DNA/RNA - Schwingungen oder die Raman - Resonanz des Cytochrom c identifiziert werden. 
5.2 Translokation von NP im respiratorischen System 
NP in biologischer Umgebung unterliegen durch Wechselwirkungen mit Biomolekülen ver-
schiedensten Modifikationen, welche ihr biokinetisches Verhalten maßgeblich beeinflussen. Abhän-
gig von ihrer chemischen Formulierung, ihrer Oberflächenmodifikation, ihrer Größe usw. werden 
Translokations- und Akkumulationsverhalten bestimmt und verschiedenste biologische Effekte indu-
ziert. In den folgenden Kapiteln sollen NP - spezifische Translokationsmuster näher erläutert werden. 
Translokation und Clearance instillierter SrCO3 NP 
Die Untersuchung der Lungengefrierschnitte zeigte, dass sich hydrophil modifizierte SrCO3 NP 
3 d p.I. vornehmlich in AM und im Lumen der Alveolen befinden und nicht phagozytierte NP sogar in 
septale Strukturen hinein penetrieren. 3 d p.I. war der NP Gehalt in der Lunge am höchsten. Mit ca. 
88 % der gesamten NP Menge war die Beladung der luminalen AM in Lungengewebe exponierter 
Ratten signifikant am höchsten (siehe Abbildung 60). Geringere Mengen von ca. 11 % bzw. 1,5 % der 
insgesamt detektierten NP Menge wurden in 
Alveolarsepten bzw. in bronchialen Regionen 
beobachtet. Das Vorkommen von SrCO3 NP in 
Bronchien und Bronchiolen weist darauf hin, 
dass ausreichend kleine NP (< 1 µm) der muko-
zilliären Clearance der tracheobronchialen Be-
reiche entkommen konnten. Sie dringen in die 
kleinsten Einheiten des respiratorischen Sys-
tems, die Alveolen, vor, lagern sich gegebenen-
falls dort ab und akkumulieren61. Mittels Ionen-
strahlanalyse wurde eine Hot Spot – Bildung 
von P (unter Vorbehalt), S und Sr 3 d p.I. festge-











Abbildung 60: Verteilung von SrCO3 NP in der Lunge. 3 d p.I. 




tet. 21 d p.I. wurde in AM und bronchialen Regionen kein Sr mehr detektiert. In Alveolarsepten konn-
ten etwa 137 ppm Sr detektiert werden. Diese ermittelte Konzentration spiegelt jedoch nur zwei 
Einzelereignisse wider (siehe Abbildung 36). Dieses Ergebnis, sowie die starke Beladung von AM 3 d 
p.I. mit SrCO3 NP ist ein eindeutiger Hinweis darauf, dass eine Reinigung der Lunge durch luminale 
Makrophagen und somit eine Entfernung der NP aus der Lunge stattfindet62. Diese Clearance basiert 
sehr wahrscheinlich auf der pH – sensitiven Degradation der SrCO3 NP. Es ist anzunehmen, dass ein 
großer Teil der phagozytierten NP, in gelöster oder in NP Form, über das Lymphsystem mit einer an-
schließenden renalen Ausscheidung eliminiert wird. Eine renale Ausscheidung inhalierter NP durch 
exponierte Ratten ist beispielsweise für nahezu unlösliche TiO2, IrNP und AuNP mit starker Zeitab-
hängigkeit beschrieben184. Eine biliäre Ausscheidung ist für ZnO NP beschrieben. Beak und Kollegen 
stellten fest, dass lediglich kleinste Mengen dieser löslichen NP Spezies im Urin exponierter Ratten zu 
finden war und der größte Teil mit den Fäzes ausgeschieden wurde185. Eine Akkumulation in sekun-
dären Organen wie Leber, Milz oder Niere wie für IrNP186, Iridium – Kohlenstoff187 NP beschrieben, ist 
denkbar. Im Lungengewebe wurde nach Exposition der Ratten zu SrCO3 NP eine Elementkolokalisati-
on von Sr und Fe Signalen festgestellt. Die punktuell hohe Eisenkonzentration in Alveolarsepten ist 
ein Hinweis auf Lungenkapillaren, welche zur Aufrechterhaltung der Blut – Luft – Schranke ein eng-
maschiges Netzwerk in den Alveolarsepten bilden. Diese Kolokalisation deutet auf eine Penetration 
der SrCO3 NP durch die Blut-Luft-Schranke und einen Übertritt in die Blutbahn hin. Dieser Übertritt 
könnte sowohl AM - assoziiert als auch frei von AM stattfinden. Quantitative, biokinetische Analysen 
zur Aufnahme, Verteilung, Metabolisierung und Elimination inhalierter oder instillierter SrCO3 NP 
sowie toxikologische Charakterisierungen liegen derzeit nicht vor. Strontium ist mit Calcium und Ba-
rium in einer Hauptgruppe und zählt ebenso zu den Erdalkalimetallen. Diese teilen einige Gemein-
samkeiten, wie ihre zwei Valenzelektronen, die Bildung divalenter Kationen und ihre Reaktion mit 
Wasser zu Hydroxiden. Aufgrunddessen liegt ein Vergleich mit Ba – oder Ca – haltigen NP unter An-
nahme vergleichbarer Verhaltensweisen nahe. Zur Biokinetik sowie zu induzierten biologischen Ef-
fekten von Ba – haltigen Nanomaterialien gibt es verschiedenste Kurz – und Langzeitstudien mit 
BaSO4 NP188, 189. In einer vergleichenden Studie stellten Konduru und Kollegen fest, dass BaSO4 NP 
durch eine AM - vermittelte Clearance schneller aus der Lunge heraus transportiert werden als CeO2 
NP. Zudem wurde die signifikant höchste Bariumkonzentration in den Knochen exponierter Tiere 
nachgewiesen, kleinere Mengen in anderen sekundären Organen (z.B. im Knochenmark und in 
tracheobronchialen und mediastinalen Lymphknoten) und ca. 34 % wurden renal oder biliär ausge-
schieden. Die Autoren vermuteten die beschleunigte Clearance inhalierter bzw. instillierter BaSO4 NP 
begründe sich in der Löslichkeit der NP, konnten jedoch in einem zellfreien Ansatz nur eine minimale 
Löslichkeit nachweisen189. In einer nachfolgenden 2 – Jahres – Inhalationsstudie konnte bestätigt 




ßender Ionentransport in die Knochen der exponierten Tiere vorliegt188. Für leicht lösliche ZnO NP p.I. 
ist ebenso eine extrem schnelle Clearance bekannt190. In der vorliegenden Arbeit wurde eine ver-
gleichsweise (vs. ZrO2 NP in Kapitel 4.4.3.1) schnelle Clearance von SrCO3 NP aus den Lungen expo-
nierter Ratten nachgewiesen, da 21 d p.I. kein bis wenig Sr detektiert wurde. Diese schnelle Reini-
gung der Lunge von SrCO3 NP spricht für eine außerordentlich effiziente Clearance. Hier liegt auf-
grund der chemischen Ähnlichkeit von Sr zu Ca, sowie seiner Affinität zum Knochen (99,1 % des 
bioverfügbaren Sr werden im Knochen eingelagert)94 die Vermutung nahe, dass ein großer Teil der 
aus der Lunge entfernten SrCO3 NP in Form von Sr2+ Kationen in die Knochen der exponierten Tiere 
eingelagert wird.  
Zusätzlich muss erwähnt werden, dass es unter Zuhilfenahme der CRM nicht möglich war 3 d p.I. 
intrapulmonal abgelagerte SrCO3 NP nachzuweisen (siehe Abbildung 40). Jedoch wurde mittels IBM 
3 d p.I. eine starke Beladung der AM mittels Elementanalyse nachgewiesen (siehe Abbildung 36). 
Dies weist darauf hin, dass SrCO3 NP zwar in den untersuchten Bereichen vorhanden sein müssen, 
jedoch in einer Raman - inaktiven Struktur. Da SrCO3 NP in neutralem Milieu ein spezifisches Raman-
signal zeigen (siehe Abbildung 24), liegt die Vermutung nahe, dass diese NP in biologischer Umge-
bung eine abweichende Kristallstruktur aufweisen, welche nicht länger Raman - aktiv ist. Eine Erklä-
rung dafür ist die pH - abhängige strukturelle Dekomposition der SrCO3 NP nach Aufnahme in AM, 
wodurch die ursprüngliche NP Kristallstruktur nicht länger mittels CRM detektierbar ist. Zur Simulati-
on intralysosomaler Verhältnisse wurde ein CRM – basierter, zellfreier Nachweis der SrCO3 NP De-
komposition, unter Zuhilfenahme eines angesäuerten Umgebungsmilieus (pH5.5 - 4.5), etabliert. Hier 
zeigte sich eine deutlich sinkende Intensität SrCO3 - spezifischer Ramansignale (siehe Abbildung 43). 
Dies zeigt, dass internalisierte SrCO3 NP in Abhängigkeit vom pH - Wert intrazellulär abgebaut wer-
den. Der Vorgang des Schrumpfens kleiner Partikel begleitet vom Wachstum größerer Partikel wird 
auch Ostwald Reifung genannt. Er entsteht durch die erhöhte Löslichkeit kleiner NP aufgrund ihres 
höheren Oberfläche: Volumen - Verhältnisses, denn größere NP mit einem kleinen Oberflä-
che:Volumen - Verhältnis sind deutlich stabiler191. Der Prozess ist abhängig von den physikochemi-
schen Eigenschaften und folglich auch von der Größe der NP151. Die Ostwald Reifung führt zur Auflö-
sung kleiner NP und einer Redeposition der freigesetzten Atome an größere Partikel191. Diese Rede-
position der freigesetzten Atome unter Bildung Sr - haltiger Präzipitate wurde mittels IBM nachge-
wiesen (siehe Abbildung 37). Die CRM - basierte Analyse der Löslichkeitskinetik von SrCO3 NP in 
NR8383 AM und A549 Zellen sowie ihrer anschließenden intrazellulären Prozessierung in Echtzeit 
bestätigen die in vivo Ergebnisse sowie die des zellfreien CRM - basierten Ansatzes (siehe Abbildung 
41). Koltermann-Jülly und Kollegen stellten mittels ICP-MS fest, dass SrCO3 NP in einem in vitro Test-
system in Anwesenheit von NR8383 AM zu einer stark erhöhten Menge an Sr2+ - Ionen in der Kultur 




größer ist als in vitro durch die AM90. Sie vermuten, die langsamere Auflösung der SrCO3 NP in vitro 
verglichen mit einem zellfreien System liegt in der sukzessiven Ansäuerung des intravesikulären Mili-
eus während der Reifung der Phagosomen90. Die Ergebnisse von Koltermann-Jülly und Kollegen 
stimmen mit denErgebnissen der vorliegenden Arbeit überein. Die Dreidimensionalität, das hohe 
laterale Auflösungsvermögen der CRM und die µPIXE Bildgebung der in dieser Arbeit verwendeten 
IBM stellen dabei jedoch einen beträchtlichen Informationsgewinn auf Einzelzellebene dar. Ein wei-
terer Hinweis auf die hohe Löslichkeit der SrCO3 NP ist der erfolglose Nachweis dieser in fixierten, 
exponierten Zellen mittels CRM. Die vorliegende Arbeit liefert zudem einen Hinweis auf die Neubil-
dung intrazellulärer Sr – haltiger Präzipitate aus freigesetzten Sr2+ Ionen, welche mit zellulären Struk-
turen, wie beispielsweise Anionen oder Proteinen, reagieren und erneut Partikel ausbilden. Da auch 
andere Studien eine schnelle Clearance inhalierter NP, wie BaSO4, mit ihrer Löslichkeit in Verbindung 
bringen188, spricht auch hier eine intrazelluläre Auflösung instillierter SrCO3 NP für die Hypothese der 
schnellen, AM – vermittelten und löslichkeitsbedingten Clearance der Lunge. Bestätigend wurde mit-
hilfe der CRM 3 d p.I. von SrCO3 die Anwesenheit von AM im Gewebe nachgewiesen. Für SrCO3 NP ist 
damit, ebenso wie bereits in anderen Studien für BaSO4 NP beschrieben188, 189, deren Löslichkeit und 
die damit einhergehende schnellere, erfolgreiche Clearance gegenüber unlöslichen NP, sehr wahr-
scheinlich.  
Studien über das Translokationsverhalten von SrCO3 NP im respiratorischen System, adverse 
biologische Effekte oder biokinetische Daten gibt es kaum. In der vorliegenden Arbeit wurden lumi-
nale AM in vivo als am stärksten belasteter Zelltyp identifiziert. Die pH – abhängige Löslichkeit der 
SrCO3 NP ermöglicht dem exponierten Organismus (hier Ratte) eine rasche und effiziente Clearance 
der NP aus der Lunge. Sowohl die hohe AM Belastung 3 d p.I. als auch die kaum detektierbaren Men-
gen Sr 21 d p.I. sprechen für diese These. 
TiO2 NP Translokation  
TiO2 NP stellen eines der am stärksten eingesetzten Nanomaterialien weltweit dar. Mit stetig 
steigender Produktionsmenge steigt auch die Exposition der Arbeiter während der Herstellung und 
Verarbeitung. Die Exposition zu TiO2 NP und dessen biologische Konsequenzen werden zwar stark 
beforscht, jedoch stehen Ergebnisse verschiedener Studien oft im Widerspruch zueinander. Aus die-
sem Grund müssen die Folgen einer TiO2 Exposition zwingend evaluiert und klassifiziert werden. Auf-
grund der potentiellen Kanzerogenität müssen entsprechende Grenzwerte abgeleitet und arbeits-
technische Schutzmaßnahmen etabliert werden. Parameter wie Deposition, Retention, Clearance, 
Löslichkeit und Translokation inhalierter NP in verschiedene Lungenkompartimente oder sekundäre 
Organe können maßgeblich zur Persistenz der NP beitragen und mit entstehenden adversen Effekten 




wurde in der vorliegenden Arbeit das Translokationsverhalten dieser NP quantitativ untersucht und 
mögliche biologische Effekte abgeleitet. 
Die µPIXE – basierte Translokationsanalyse reiner TiO2 NP (P25, NM105) zeigte eine starke intra-
septale NP Belastung 3 d p.I. von Wistar Ratten zu 0,6 mg/Lunge. Die Quantifizierung der Ti Konzen-
tration bestätigt die höhere Belastung von 
AS verglichen mit AM, bronchialen Berei-
chen oder pulmonalen Blutgefäßen. Etwa 
14 % des Gesamttitans wurden in AM de-
tektiert, 32 % in Alveolarsepten, 1 % in 
Bronchien und etwa 53 % in bzw. an pul-
monalen Blutgefäßen gefunden (siehe Ab-
bildung 61). Die Quantifizierung des Ti Ge-
halts pulmonaler Blutgefäße zeigt eine 
extreme Streuung, denn es wurden sowohl 
sehr große als auch sehr kleine Ti Akkumu-
lationen detektiert. Die Kolokalisation von Ti mit Fe innerhalb größerer Blutgefäße spricht für eine 
Penetration der TiO2 NP durch die Blut – Luft – Schranke. Dies erhöht die Wahrscheinlichkeit der TiO2 
Akkumulation in sekundären Organen. Die geringe AM Belastung auf Kosten stärker Ti - belasteter 
Alveolarsepten spricht für eine erschwerte, langsamere Clearance als beispielsweise für die stark 
löslichen SrCO3 NP nachgewiesen. Geiser und Kollegen beschrieben, dass lediglich 0,1 % der ur-
sprünglichen Expositionskonzentration in AM zu finden ist, wobei ausschließlich 2 % der AM NP ent-
hielten. Daraus folgerten sie, dass TiO2 NP diesen wichtigen Clearance – Mechanismus umgehen 
können62. Eine beeinträchtigte Phagozytose erhöht wiederum die Kontaktzeit der NP mit dem Alveo-
larseptum, wodurch die NP mehr Zeit für Adsorption und Penetration haben62. Womöglich sind die 
luminalen AM kaum in der Lage phagozytierte TiO2 NP aufgrund ihrer schlechten Löslichkeit intrazel-
lulär zu prozessieren und anschließend in das Interstitium abzugeben. Aufgrund der extremen Depo-
sition der TiO2 NP in den Alveolarsepten ist eindeutig, dass die AM - abhängige Clearance durch ver-
minderte Mobilität der AM beeinträchtigt ist192. Phagozytierende AM sind durch Aufnahme extremer 
NP Mengen überfordert, kollabieren in der Folge und geben ihren Inhalt erneut in das Alveolarlumen 
ab193. Durch das Kollabieren der AM werden nicht nur bereits phagozytierte TiO2 NP wieder frei, son-
dern auch chemoattraktive Substanzen, welche zur Invasion weiterer Immunzellen führen194. Die 
erschwerte pulmonale Clearance kann in der Folge durch die lange Retention zu akuten oder chro-
nisch entzündlichen Prozessen und Folgeerkrankungen führen192. Lymphozyten – reiche Regionen 
(BALT – engl.: bronchus-associated-lymphoid-tissue) können innerhalb mehrerer Bronchien entste-













Abbildung 61: Verteilung von TiO2 NP in der Lunge. 3 d p.I. von 




logisch vorkommendes, immunologisches Organ diskutiert. BALT ist in Ratten und Menschen unter-
schiedlich ausgeprägt195, was eine Interpretation des beobachteten BALT erschwert. Die Akkumula-
tion von TiO2 NP in bronchialen Bereichen, sowie erhöhte S und P µPIXE Signale der betroffenen Be-
reiche sprechen für BALT (siehe Abbildung 44A). Mithilfe der hochauflösenden CRM wurde die Pe-
netration von TiO2 NP in AT I und AT II Pneumozyten, in Endothel pulmonaler Blutgefäße und in AM 
bestätigt. Die Analyse bronchialer Regionen zeigte eine Translokation kleiner NP in die Knorpelspan-
gen des bronchialen Stützgewebes und in die Tela submucosa, welche Kapillaren und Bronchialdrü-
sen beherbergt. Um belastete Bronchien / Bronchioli herum wurden teils große Akkumulationen von 
TiO2 NP nachgewiesen, welche ebenso auf BALT hinweisen. TiO2 NP wurden zudem frei in Lumen der 
Alveolen gefunden (siehe Abbildung 44B). Eine verstärkte Entstehung von BALT ist beispielsweise 
beschrieben nach Inhalation von α - Quarz, welche sogar in der Entwicklung von Granulomen gipfelt. 
BALT wird u. a. beschrieben als ein Ort der mukosalen Immunität196. Henderson und Kollegen haben 
nach Exposition von Ratten zu hohen Konzentrationen von TiO2 NP innerhalb des BALT entstandene 
granulomatöse Läsionen, sowie Anzeichen einer Bronchoalveolitis nachgewiesen197.  
Kreyling und Kollegen führten umfassende Studien zur Biokinetik aufgenommener TiO2 NP 
durch und fanden heraus, dass nach intratrachealer Instillation Leber und Nieren der exponierten 
Ratten am stärksten belastet sind, aber auch Milz und Herz TiO2 Akkumulationen aufwiesen198. Ver-
schiedene Inhalationsstudien lieferten Beweise für die Verteilung von TiO2 NP in bronchialen und 
alveolären Lumen sowie eine Translokation in mediastinale Lymphknoten exponierter Ratten194, 199. 
Die exponierten Ratten zeigten stark erhöhte Proliferation von Epithelzellen und Fibroblasten in Lun-
ge und Lymphknoten194. Es wird beschrieben, dass kleinere TiO2 NP (<20 nm) in die systemische Zir-
kulation translozieren können. Weiterhin ist bekannt, dass die Clearance von TiO2 NP beeinträchtigt 
ist und es in der Folge zu inflammatorischen Prozessen kommt62. Verschiedene Inhalationsstudien 
wiesen nach, dass kleinere NP nur langsam bereinigt werden, was mit persistierenden inflammatori-
schen Reaktionen korrelierte. Als Ursache wird die große Oberfläche kleinerer NP im Verhältnis zu 
ihrer Masse angegeben200, 201. Zudem wurde eine Translokation kleinster NP in das pulmonale In-
terstitium, eine Infiltration mit PMN (polymorphkernige Neutrophile) sowie eine erhöhte LDH-, Pro-
tein- und γGT (gamma-Glutamyl-Transpeptidase) – Konzentration in BAL festgestellt202. P25 TiO2 NP, 
welche anatase – rutil gemischt sind, rufen oxidativen Stress mikrosvasulärer Bereiche mit einge-
schränkter Vasodilatation in exponierten Ratten hervor. Diese NP reduzieren die Bioverfügbarkeit 
von mikrovaskulärem NO, was zu veränderter Vasoreaktivität koronarer Arteriolen führt. Die Inhala-
tion von TiO2 NP während früher Stadien der Lungenreifung kann zudem zu Hyperresponsivität und 
erhöhter Anfälligkeit für Entzündungen führen194. Zahlreiche in vivo Studien bestätigten die Induktion 
entzündlicher Prozesse durch pulmonale NP Belastung durch Nachweis veränderter BAL 




Lymphknoten hinaus in sekundäre Organe nicht statt findet194, 199. Husain und Kollegen hingegen 
stellten eine starke Translokation intratracheal instillierter TiO2 NP in Leber und Herz exponierter 
Mäuse fest, welche sich über einen Regenerationszeitraum von 28 Tagen reduzierte207. Eine ortsauf-
gelöste Quantifizierung der in vivo TiO2 Lungenbelastung einzelner spezifischer Kompartimente, wie 
Pulmonalgefäße, Bronchioli oder Alveolarsepten, ist herausfordernd und schlussfolgernd wurden 
derart detaillierte Analysen im Modellsystem Lunge kaum durchgeführt. Somit stellt die vorliegende 
Arbeit einen wertvollen Beitrag zur quantitativen Analyse der TiO2 Belastung von Alveolarsepten, 
AM, einzelnen Zellen und weiteren Lungenkompartimenten mit herausragender Auflösung dar.  
Unterstützend bietet die CRM eine hochauflösende Analyse der Aufnahme sowie des intra-
zellulären Schicksals der NP in vitro und in vivo. Exponierte NR8383 AM und A549 Zellen weisen eine 
TiO2 Verteilung von der Zellperipherie hin zu perinukleären Bereichen auf. Dies ist ein Anzeichen für 
eine endozytotische NP Aufnahme. Calu-3 Bronchialepithelzellen zeigten selbst nach 48 – stündiger 
Exposition keine Aufnahme von TiO2 NP (siehe Abbildung 51). Ursache hierfür könnten die von die-
sen Zellen stark ausgeprägten Epithelzellmerkmale, wie beispielsweise die Mukussekretion, Ausbil-
dung von apikalen Zilien, Tight Junctions, Desmosomen und Zonula adherens, sein. Vor allem die 
Bildung von Mukus und die apikalen Zilien stellen charakteristische Merkamle bronchialer Epithelzel-
len dar, welche diese zur mukoziliären Clearance befähigen. Die CRM zeigt, dass spektral deutlich 
zwischen den zwei auftretenden Kristallphasen der TiO2 NP, anatase und rutil, unterschieden werden 
kann. Diese weisen zelltypunabhängig Unterschiede in ihrer Verteilung auf subzellulärer Ebene auf 
(siehe Abbildung 51 und Abbildung 52). Zwar zeigen beide Verteilungen ein typisch endozytotisches 
Aufnahmemuster, unterscheiden sich aber in dem anatases TiO2 nicht nur im Zytoplasma, sondern 
auch im perinuklearen Bereich lokalisiert ist. Rutiles TiO2 tritt nur vereinzelt in Zellkernnähe auf. Dar-
aus lässt sich schließen, dass TiO2 NP mit vorrangig anataser Kristallphase eine kleinere Größenvertei-
lung aufweisen als rutile, da eine Akkumulation im perinukleären Bereich für eine kleinere Größe der 
NP spricht62. Die CRM Visualisierung exponierter NR8383 AM zeigt eine Kolokalisation von TiO2 mit 
den Lipidkörperchen der Zellen. In A549 Zellen ist eine preferentielle Kolokalisation mit Mitochond-
rien erkennbar (siehe Abbildung 52B). Eine genaue spektrale Analyse zeigt, dass sowohl anatases als 
auch rutiles TiO2 mit den Lipidkörperchen der Zellen kolokalisiert ist. Rutile TiO2 NP bevorzugen je-
doch die räumliche Nähe zu den Mitochondrien. Auch für die Induktion toxischer Effekte werden 
Unterschiede in der Ausprägung abhängig von der Kristallphase beschrieben, wobei gilt: amorph > 
anatase > phasengemischt > rutil81. Dies könnte in der Kristallphasen - abhängig unterschiedlichen 




Translokation und chemische Stabilität des Mischoxid NP TiZr im respiratorischen System 
Das Translokationsverhalten von TiZr Mischoxid NP, bestehend aus 90 % TiO2 und 10 % ZrO2, 
wirde ebenso in vivo untersucht. Die µPIXE Visualisierung weist auf eine stark inhomogene NP Vertei-
lung innerhalb der Lunge exponierter Ratten hin (siehe Abbildung 46A). 44 % des Gesamttitans wur-
de in AS gefunden, 48 % des Ti in AM, 3 % in pulmonalen Blutgefäßen und 5 % in bronchialen Struk-
turen (siehe Abbildung 62). Der Zr Gehalt in AM konnte nicht quantifiziert werden. In AS wurden ca. 
240 ppm Zr detektiert. In bronchialen Regionen und pulmonalen Blutgefäßen wurde kein Zr gefun-
den. Die Lokalisation der TiZr NP an septalen Ver-
knüpfungspunkten stellt einen Hinweis auf eine 
NP Penetration in AT II Pneumozyten dar. Die Be-
lastung der schmalsten Stellen der Alveolarwände 
lässt eine Lokalisation der NP in AT I Pneumozyten 
vermuten, da für AT I Pneumozyten extrem dünne, 
lange Zellkörper charakteristisch sind55. Sie ermög-
lichen den Stoffaustausch zwischen Körper und 
Umwelt. Dies wiederum würde bedeuten, das TiZr 
als Mischoxid ebenso wie reine TiO2 NP in der Lage 
sind die Blut – Luft – Schranke zu penetrieren. Dies wird auch durch die µPIXE Bildgebung eines pul-
monalen Blutgefäßes, in dessen Lumen sich TiZr NP finden, bestätigt (siehe Abbildung 46A). Ebenso, 
wie für reine TiO2 NP vermutet, liegt auch hier der Verdacht nahe, dass TiZr NP nach Penetration der 
Blut – Luft – Schranke systemisch zirkulieren und in sekundären Organen akkumulieren könnten. Die 
Quantifizierung der intrapulmonalen NP Verteilung bestätigt hier die gleichermaßen hohe Belastung 
von AM und Alveolarsepten und die geringere TiZr Belastung von Bronchien / Bronchioli und pulmo-
nalen Blutgefäßen. Die AM Belastung mit TiZr NP scheint hier deutlich stärker zu sein als für TiO2 NP 
nachgewiesen. Dennoch ist die extreme Streuung der gemessenen intrazellulären Ti Dosis zu beach-
ten, welche ebenso für eine überbelastete AM – vermittelte Clearance sprechen könnte. In die Ana-
lyse der AM könnten sowohl bereits kollabierte AM mit niedrigem NP Gehalt, sowie auch AM unmit-
telbar vor dem Kollabieren und einem enormen hohen NP Gehalt eingeschlossen sein. Eine weitere 
Erklärung der inhomogenen NP Belastung der luminalen AM kann womöglich auch in der intrazellulä-
ren Prozessierung der Mischoxid NP liegen. Eine µPIXE - basierte Kolokalisationsanalyse der NP – 
bezogenen Elemente Ti und Zr in vivo sowie in vitro in exponierten NR8383 AM und A549 Zellen lie-
fert Hinweise auf eine intrazelluläre Prozessierung dieser NP (siehe Abbildung 50B, C, E). Die intra-
pulmonale Verteilung der Mischoxid NP zeigt, dass Zr frei von Ti und S Signalen im Gewebe vorliegen 
kann. Ebenso wurde festgestellt, dass auch nach Instillation mit TiZr NP Ti frei von Zr und S Signalen 












Abbildung 62: Verteilung von Ti des TiZr NP in der 




oder der luminalen AM durch intrazelluläre Prozessierung der Mischoxid NP Ti – reiche und Zr – rei-
che Regionen im Lungengewebe ausbilden, welche stets frei von Signalen des jeweils anderen NP 
Elements sind. Die µPIXE - basierte Analyse TiZr exponierter NR8383 AM nach 24 – stündiger Exposi-
tion zeigt eine hohe Intensität der Ti - Röntgenlinie entlang der angesetzten Traverse, auch in Abwe-
senheit von Zr Signalen. Dies spricht für eine eindeutige Separierung von Ti und Zr Signalen, was die 
bereits in vivo beobachtete Auftrennung der Ti und Zr Signale bestätigt und unterstützt die These zur 
Ausbildung intrazellulärer Ti – reicher und Zr – reicher Regionen. Es liegt die Vermutung nahe, dass es 
zu einer Freisetzung von ZrO2 aus dem TiO2 - Gerüst kommt. Dieser Prozess ist vermutlich getrieben 
durch Änderungen des NP - umgebenden pH Milieus in den Phagosomen der AM, da dieses Phäno-
men in vitro lediglich in NR8383 AM detektiert wurde, nicht jedoch in A549 Zellen. Dies setzt eine 
phagosomale Aufnahme der TiZr NP mit anschließender Prozessierung in reifenden Phagosomen hin 
zu Phagolysosomen voraus. Nach Phagozytose der Mischoxid NP fusioniert das reifende Phagosom 
mehrfach mit frühen Endosomen, dann mit späten Endosomen und zuletzt mit Lysosomen, wodurch 
das intravakuoläre pH Milieu stetig sinkt und degradative Enzyme aktiviert werden208. Das sich ver-
ändernde pH Milieu und der Angriff durch abbauende Enzyme könnte eine Ursache der Separierung 
von Ti und Zr Signalen und der Entstehung intrazellulärer Ti – reicher und Zr – reicher Regionen in 
vivo und in vitro sein. Diese konsistente Beobachtung legt eine intrazelluläre Prozessierung der 
Mischoxid NP mit dem Ziel der strukturellen Dekomposition in Makrophagen nahe. Zudem könnte 
auch hier wieder die Verfügbarkeit aktiver Defektstellen81 auf der NP Oberfläche eine relevante Rolle 
spielen. Es könnte durch eine pH- und enzymatisch - bedingte Prozessierung der internalisierten NP 
zu einer Zunahme dieser Defektstellen kommen, wodurch die Angriffsfläche für weitere enzymati-
sche Reaktionen erhöht würde.  
In vivo Studien zur NP Quantifizierung und Translokation von Mischoxid NP gibt es kaum. Im 
Rahmen des NanoGem Projektes wurde dieser NP Typ synthetisiert und hinsichtlich zytotoxischer 
Effekte untersucht. Es wurden Studien zur antibakteriellen Aktivität von Mischoxid NP bestehend aus 
TiO2 und ZrO2 durchgeführt. Als Ergebnis zeigte sich, dass diese NP Spezies vorrangig über oxidativen 
Stress eine bakterizide Wirkung entfaltet, wodurch diese Formulierungen zukunftsweisend zur Desin-
fektion eingesetzt werden können209-211. Mischformulierungen aus Ti und Zr in verschiedensten Ver-
hältnissen erfreuen sich innovativer Anwendungen aufgrund ihrer herausragenden mechanischen 
Eigenschaften, wie ihrer Korrosionsresistenz und einer guten Biokompatibilität. Daten zu adversen 
Effekten am Endverbraucher oder durch arbeitsrelevante Exposition gibt es nicht. Die Datenlage zur 
quantitativen Analyse der NP Ablagerung nach Inhalation oder den daraus resultierenden Effekten ist 
lückenhaft. Somit stellen die Ergebnisse dieser Arbeit einen wichtigen Fortschritt in der toxikologi-
schen Evaluation zusammen mit der quantitativen Analyse der Aufnahme dieser Mischoxid NP Spe-




Oberflächenabhängige Aufnahme und Translokation von ZrO2 NP 
ZrO2 NP finden überwiegend Anwendung als Zahnersatzmaterial29 und in der Halbleitertech-
nologie30. Als exponierte Personen ergeben sich daraus vor allem Arbeiter in der Produktion sowie 
zahnärztliches Personal und Patienten. In der vorliegenden Arbeit wurden ZrO2 NP mit TODS - modifi-
zierter bzw. acrylierter Oberfläche untersucht. Nach intratrachealer Instillation von Wistar Ratten mit 
1,2 mg/Lunge wurde die Lungenbeladung einzelner Kompartimente mittels Ionenstrahlanalyse be-
stimmt. Zunächst ist zu beobachten, dass 3 d p.I. unabhängig von der Oberflächenfunktionalisierung 
eine diffuse NP Verteilung innerhalb des Lungengewebes vorliegt. Der Hauptteil der instillierten NP, 
ca. 87 % (Acryl) bzw. 92 % (TODS), liegt 3 d p.I internalisiert durch luminale AM vor (siehe Abbildung 
63). Diese Immunzellen lassen sich anhand intensiver, rundlicher P und S Signale assoziiert an die 
Wände der Septen oder als Hot Spots dieser Elemente innerhalb der Septen identifizieren. In Alveo-
larsepten penetrierte NP wurden in Größenordnungen von 13 % (Acryl) bzw. 8 % (TODS) beobachtet. 
Die NP Belastung von Bronchioli und Bronchien ist marginal. 
 
Abbildung 63: Verteilung von ZrO2 NP in der Lunge. 3 d p.I. von 1,2 mg/Lunge ZrO2 Acryl (A) und TODS (B). 
 
ZrO2 NP belastete AM zeigen eine Elementkolokalisation von Zr mit P, S, K, Ca und Fe. Die Ko-
lokalisation von Zr mit P ergibt sich, wie bereits in vorangegangenen Kapiteln beschrieben, durch die 
Überlagerung der Kα – Linie von P und der Lα – Linie von Zr in stark belasteten Bereichen. Die hohe 
intrapulmonale AM Beladung und die geringe NP Belastung des respiratorischen Epithels lässt eine 
funktionierende AM - abhängige Clearance vermuten. Dies wiederum hält die Kontaktzeit der NP mit 
den respiratorischen Epithelzellen gering. Folglich würde dies die Penetration der NP durch die Blut - 
Luft - Schranke erschweren bzw. verlangsamen. Dieser Zusammenhang zwischen Clearance, Epithel-
kontaktzeit und erhöhter Penetrationsrate wurde bereits von Geiser und Kollegen im Zusammenhang 
mit TiO2 NP beschrieben, wobei TiO2 die AM – abhängige Clearance eher umgehen und deren 
Epithelkontaktzeit sich erhöht62. Daher weißt eine hohe AM Belastung auf eine potenziell effiziente 

























nahezu vollständig in AM zu finden sind28. Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit überein, in 
der der signifikant höhere Anteil der instillierten ZrO2 NP oberflächenunabhängig ebenso in AM 
nachgewiesen wurde. Innerhalb von AM wurden mithilfe der CRM große Aggregate acrylierter NP 
gefunden. TODS – modifizierte NP zeigten zumeist eine sehr feine intrazelluläre Verteilung. Der Me-
dianwert belasteter Rattenlungen nach Exposition zu ZrO2 TODS ist etwas geringer als nach Expositi-
on zu acrylierten ZrO2 NP, was auf eine größtenteils geringere NP Last pro Septum durch TODS - mo-
difizierte ZrO2 NP hinweist. TODS - modifizierte NP sind zudem in feinen schmalen septalen Struktu-
ren detektierbar, was trotz der höheren AM - Belastung (vgl. mit TiO2 NP) auf eine Penetration dieser 
NP in AT I Pneumozyten hinweist (siehe Abbildung 54). Dies lässt eine Translokation durch die Blut - 
Luft - Schranke vermuten, welche durch den geringen Aggregationsgrad der TODS – modifizierten 
ZrO2 NP gefördert werden könnte. Olmedo und Kollegen untersuchten das biokinetische Verhalten 
von ZrO2 Mikropartikeln in Wistar Ratten und fanden mononukleäre Phagozyten im Blut exponierter 
Tiere, phagozytierte und nicht-phagozytierte Partikel im Serum, dem Lungenparenchym sowie eine 
ZrO2 Anreicherung in den Kupffer Zellen der Leber. Die von ihnen beobachtete ZrO2 Belastung der 
Lunge reduzierte sich mit fortschreitender Zeit49. Weitere Studien zu toxischen Effekten, Biokompati-
bilität usw. von ZrO2 NP beschrieben in Mäusen eine Biodistribution vorrangig in Leber und Milz212, 
genauer in membranumgebenen Vesikeln in Makrophagen dieser Organe. In vitro Untersuchungen 
exponierter NR8383 AM und A549 Zellen mittels CRM unterstreichen die Oberflächenabhängigkeit 
des Translokationsverhaltens TODS - modifizierter und acrylierter ZrO2 NP. Wie bereits in vivo beo-
bachtet, weisen acrylierte ZrO2 NP eine stärkere Aggregation auf und TODS – modifizierte ZrO2 NP 
eine feinere Verteilung. Dies scheint sich zudem auch als stärkere Aufnahme von TODS – modifizier-
ten ZrO2 NP durch beide Zelltypen darzustellen (siehe Abbildung 59). Vennemann und Kollegen un-
tersuchten ebenso die hier verwendeten, oberflächenfunktionalisierten ZrO2 NP hinsichtlich ihrer 
zytotoxischen Wirkung und ihrer Lokalisation in vivo und in vitro. Sie fanden intratracheal abgelager-
te NP vorrangig in AM und z. T. in neutrophilen Granulozyten. Sie stellten zudem eine Oberflächen-
abhängigkeit z.B. bei der zellulären Zusammensetzung der BAL fest, wobei die Anzahl an Makropha-
gen und Neutrophilen nach Exposition zu ZrO2 TODS im Vergleich zu ZrO2 Acryl signifikant erhöht 
war101. In der vorliegenden Arbeit wurde in vivo ebenso eine höhere Belastung der AM mit ZrO2 TODS 
festgesellt, was den von Vennemann und Kollegen beobachteten Anstieg Neutrophiler und AM un-
termauert101. Eine abschließende Aussage über die Geschwindigkeit der Clearance von ZrO2 NP in 
Abhängigkeit ihrer Oberflächenfunktionalisierung ist leider nicht möglich, da die hier generierten 
quantitativen Ergebnisse 21 d p.I. statisch nicht relevant sind und hier somit lediglich eine qualitative 
Aussage auf Basis der µPIXE Visualisierungen großer Lungenbereiche vorgenommen werden konnte.  
Zusammenfassend lässt sich die Effizienz der Clearance NP dennoch bereits anhand ihres 




am schnellsten aus der Lunge beräumt, gefolgt von ZrO2 NP und zuletzt von TiO2 NP, welche diesen 
Mechanismus sogar umgehen. 
5.3 NP - induzierte Homöostasestörungen und Elementumverteilung durch NP-Biomolekül-
Wechselwirkungen  
NP weisen eine hochreaktive Oberfläche auf, wodurch sie leicht mit Biomolekülen in Wech-
selwirkung treten können. Inhalierte und internalisierte NP können auf ihrem Weg in das Zielorgan 
oder die Zielzelle modifiziert werden und an ihrem Zielort eine distinkte Wirkung entfalten, indem sie 
mit weiteren subzellulären Strukturen interagieren. Diese Interaktion kann sich als NP – Kolokalisa-
tion mit zellulären Elementen sowie deren intrazellulärer Umverteilung oder als Hot Spot Bildung 
äußern. Dies soll in den folgenden Kapiteln für die untersuchten NP erläutert werden. Die Homöosta-
se intrazellulärer Spurenelemente ist streng reguliert. Eine Beeinträchtigung dieser kann schwere 
Folgen für den zellulären Metabolismus haben. So wurde beispielsweise eine Dysregulation von Fe, 
Cu und Zn mit der Entstehung neurodegenerativer Erkrankungen in Verbindung gebracht213. Eine 
veränderte intrazelluläre Eisenkonzentration korreliert mit einem gesteigerten Auftreten altersbe-
dingter Leiden 214-216. Eine verringerte Eisenaufnahme kann hierbei zu Eisenmangel und Anämie füh-
ren217. Fe und Cu sind zudem hochreaktive Ionen, welche reaktive Sauerstoffspezies (ROS) über die 
sogenannte Fenton Reaktion generieren können218. ROS ihrerseits können Lipide und Proteine oxidie-
ren und starke zelluläre Schädigungen verursachen. Ebenso hat eine beeinträchtigte Zn Homöostase 
fatale Folgen und kann zu beispielsweise oxidativem Stress und Entzündungsreaktionen führen219. 
Der Phosphorgehalt der Zellen könnte zum einen ein Hinweis auf eine potentiell erhöhte/reduzierte 
Proliferationsrate im Gewebe sein oder auch eine erhöhte ATP-Synthese, welches möglicherweise für 
die Befreiung der Zellen von den NP notwendig sein könnte. 
Vergleichende elementbasierte Kolokalisationsanalyse  
Mithilfe der µPIXE Spektroskopie wurde untersucht, ob sich durch die NP Belastung essentiel-
le, intrazellulär streng regulierte Elemente umverteilen oder mit NP kolokalisiert sind. Die Bildung 
intrazellulärer NP Hot Spots liefert nicht nur Aussagen zur NP Verteilung. Zudem können Hot Spots 
von toxikologischer Relevanz sein, da diese maßgeblich zur Störung der intrazellulären Homöostase 
beitragen.  
In Abbildung 23 im Anhang ist dies am Beispiel zu SrCO3, TiO2, TiZr und ZrO2 exponierter A549 
Zellen und NR8383 AM dargestellt. SrCO3 NP kolokalisieren mit intrazellulärem Ca, sowohl in A549 




dass alle untersuchten Elemente (P, S, Fe, Zn) an Ti Hot Spots ebenso Hot Spots ausbildeten. Selbst 
Cu, welches in A549 Zellen in extrem geringen Konzentrationen vorkommt, scheint sich verstärkt an 
Ti Hot Spots zu sammeln. Dies zeigt sehr deutlich, dass durch Anwesenheit der TiO2 NP eine Umver-
teilung der physiologischen Elemente stattfindet, welche sich an den Positionen der Hot Spots kon-
zentrieren. In NR8383 AM sogar noch deutlicher zu beobachten, ist die starke Kolokalisation der int-
razellulären Ti Hot Spots mit P, S, Ca, Fe, Cu und Zn, welche auf eine NP – bedingte Elementumvertei-
lung innerhalb der Zellen hinweist. Die µPIXE - basierte Elementverteilung lässt darauf schließen, dass 
die internalisierten NP als Scavenger für intrazelluläre Spurenelemente wirken und essentielle Ionen 
auf ihrer Oberfläche adsorbieren. Eine Umverteilung intrazellulärer Spurenelemente stellt einen Ein-
griff in die zelluläre Regulation der Homöostase von Spurenelementen dar. Eine Umverteilung von Zn 
auf Kosten einer physiologischen intrazellulären Zn Verteilung und damit einer defizienten Zn Kon-
zentration außerhalb der Hot Spots kann zu gestörter intrazellulärer Signaltransduktion führen. Auf 
Organebene können Immunfunktionen beeinträchtigt werden, was zu einer erhöhten Anfälligkeit für 
Atemwegsinfektionen führt220. In TiO2 exponierten Caco-2 Darmepithelzellen fanden Gitrowski und 
Kollegen Störungen im Elektrolytstatus, d.h. steigender Mg2+- und Ca2+- Spiegel sowie eine Reduktion 
von K+, welche ein depolarisierendes Potential entfalten könnte221. Weitere Mechanismen werden im 
folgenden Kapitel diskutiert. Nach Exposition von NR8383 AM zu TiZr NP konnte keine Kolokalisation 
mit P und S analysiert werden, weil die Kα -Röntgenlinien von P und die Lα-Linie von Zr nur 0,03 keV 
voneinander entfernt liegen. Zur µPIXE Visualisierung des Zr Elements wurde nur die K-Linie verwen-
det. Eine zelluläre Umverteilung von Fe und Zn, die mit Ti Vorkommen in der Zelle kolokalisiert sind, 
wurde ebenso nach Exposition zum Mischoxid NP detektiert. Weiterhin ist zu erwähnen, dass wie 
bereits in den in vivo Untersuchungen beobachtet, auch hier Ti und Zr, welche im gleichen NP vor-
handen sein sollten, nicht stets kolokalisiert vorliegen. Nach Analyse der oberflächenabhängigen 
Umverteilung metabolischer Elemente durch ZrO2 NP konnte festgestellt werden, dass acrylierte NP 
mit Ca kolokalisiert sind bzw. eine Umverteilung bewirken. Zudem konnte eine Kolokalisation mit Cu 
beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte bei TODS - modifizierten NP eine beginnende Koloka-
lisation mit Fe beobachtet werden, nicht jedoch mit Ca und Cu.  
Homöostase 
SrCO3 NP induzieren vermutlich homöostatische Veränderungen im respiratorischen System 
exponierter Ratten, welche sich durch eine Kolokalisation von Sr mit Fe und Ca darstellen. In NR8383 
AM und A549 Zellen wurde ebenso eine starke Kolokalisation von Sr mit Ca festgestellt. SrCO3 NP 
bewirken eine Umverteilung intrazellulären Calciums in beiden Zelltypen. Ein Grund hierfür könnte 
sein, dass der intrazelluläre Ca2+ Speicher, das Endoplasmatische Retikulum (ER), durch das aufge-




Hauptgruppe des PSE, d.h. sie haben die gleiche Anzahl Valenzelektronen und bilden divalente Katio-
nen, Sr hat jedoch einen größeren Atomradius als Ca. Aufgrund dieser Tatsache besitzen diese Ele-
mente ähnliche Eigenschaften und so ist es sehr wahrscheinlich, dass Sr2+ Ionen in der Zelle ähnlich 
wie Ca2+ Ionen agieren können. Es ist anzunehmen, dass Sr2+ Ionen wie auch andere divalente Katio-
nen im ER gespeichert werden. Es ist bekannt, dass ein Ca2+ Einstrom in das Sarkoplasmatische Reti-
kulum (SR) in Myozyten einen Ausstrom von Sr2+ Ionen aus dem SR induziert, ein Sr2+ Einstrom in das 
SR jedoch keine Sr2+ Freisetzung in das Zytoplasma223. Dieser Mechanismus könnte eine Sr Akkumula-
tion im ER verursachen und die beobachtete Hot Spot Bildung und die Kolokalisation mit Calcium 
erklären. Weiterhin wird beschrieben, dass die muskuläre Kontraktionskraft signifikant reduziert ist, 
wenn Ca2+ Ionen im SR durch Sr2+ Ionen ersetzt werden224. Zusätzlich scheinen Enzyme, welche am 
Freisetzungsmechanismus des im ER befindlichen Ca2+ beteiligt sind, durch die Anwesenheit der Sr2+ 
Ionen gestört sein könnten und somit eine Freisetzung des Ca2+ nicht mehr möglich ist. So stellten 
Bihler und Kollegen fest, dass der Hexose - Transport in Muskelzellen durch die Anwesenheit von Sr2+ 
Ionen maßgeblich gesteigert wird und sprachen Sr2+ Ionen Ca2+ - ähnliche Eigenschaften in der Regu-
lation dieses Transportprozesses zu225. TiO2 NP führen zu einer erhöhten P Konzentration. Phosphor 
ist als ATP - Adenosintriphosphat – DIE Währung der Energiegewinnung168. Diese energiereichste 
Verbindung der Natur ist in biologischen Systemen unerlässlich, um essentielle Zell - und Körperfunk-
tionen aufrechtzuerhalten und gegebenenfalls die Leistung zu steigern. Auch Kreatinphosphat gilt als 
wichtige Energiewährung und spielt vor allem im Muskelstoffwechsel zur Zwischenspeicherung und 
dem Austausch von Energie eine wichtige Rolle226, 227. cAMP als wichtiger intrazellulärer Mediator 
schaltet nach entsprechender Aktivierung eine Vielzahl von Signaltransduktionen an. Dabei kann 
seine zytoplasmatische Konzentration von 10-7 M um das 20 - fache ansteigen115, 228. Phosphorylie-
rung vor allem von Proteinen, aber auch Zuckern und Nukleotiden, gilt als wichtigster Mechanismus 
der Regulation zellulärer Prozesse115. Phosphor ist zudem essentiell für die Generierung von Redukti-
onsäquivalenten (z.B. NAD - Nicotinamidadenindinukleotid), reguliert die Balance von Vitamin D, 
Parathyroidhormonen und Phosphatoninen168. SrCO3 und TiO2 NP führen zu teils signifikant verrin-
gerten S Konzentrationen. Schwefel kommt physiologisch in Biotin, Thiamin, in einer Vielzahl Kofak-
toren und sekundären Bausteinen vor. Es hat strukturelle, regulatorische und katalytische Funktionen 
in Proteinen. Es nimmt einen hohen Stellenwert als intrazelluläres Redox – Hauptpuffersystem ein, 
welches zahlreiche schwefelhaltige Verbindungen, wie Glutathion, Thioredoxin, Glutaredoxin, usw. 
umfasst229. Die signifikant erhöhte intraseptale Schwefelkonzentration lässt daher auf eine Hochregu-
lation des antioxidativen Schutzsystems schließen. Das respiratorische Epithel gilt als besonders an-
fällig für oxidative Schäden als Konsequenz von Entzündungsreaktionen, exogenen Einflüssen oder 
leckenden aktiven Mitochondrien. SrCO3, TiO2, TiZr und oberflächenfunktionalisierte ZrO2 NP haben 




wirken, beispielsweise durch die Stabilisierung von Sulfhydrylgruppen in Proteinen (beispielsweise in 
ziliärem Tubulin, der tRNA Synthetase und Zinkfingermotiven), den Austausch von Cu und Fe in Zell-
membranen und Proteinen zum Schutz vor Radikalen (generiert durch Fenton – Mechanismen) und 
als Bestandteil antioxidativer Metallothioneine. Eine protektive Aufgabe von Zn in Alveolarepithelzel-
len wird diesem zweiwertigen Kation als Teil der Cu-Zn-Superoxid Dismutase zugeschrieben178. Durch 
Stabilisierung von Mikrotubuli hat Zn eine zytoprotektive Funktion. Es wird beschrieben, dass Zn 
Mangel zum Zusammenbruch der Mikrotubuli führt, sowie zu einer veränderten Lipidkomposition in 
Zellmembranen, was eine Beeinträchtigung der Zellstruktur und der Membranintegrität zur Folge 
hat178. Eine Dysregulation intrazellulären Zinks kann folgenschwere Konsequenzen haben. Es wurden 
bisher viele expressionsregulierende und Zn - bindende Proteine identifiziert, in denen Zn als struktu-
relles oder katalytisches Ion mitwirkt230. Diese bilden einen stabilen Pool an Zn2+ Ionen, welche bei 
Bedarf beispielsweise aus Metallothioneinen freigesetzt werden können. Zn Mangel hat zusätzlich 
einen proapoptotischen Effekt und erschwert die Wundheilung. Labiles Zn reguliert vielfältig ausge-
prägte antiinflammatorische Mechanismen, wie z.B. die Inhibition von Lipopolysacchariden (LPS) 
oder der Expression proinflammatorischer Proteine durch Inhibition von NF-κB178. Ein NP – induzier-
ter intraseptaler Zn Mangel kann folglich zu schweren Einschränkungen der Zn – abhängigen zytopro-
tektiven Mechanismen führen und apoptotische Vorgängen, Inflammation sowie eine Destabilisie-
rung der Zilien des respiratorischen Epithels auslösen. Die Beeinträchtigung der mukoziliären 
Clearance kann wiederum zur Deposition weiterer Partikel und Schadstoffe führen, welche wiederum 
mangels Schutzmechanismen Entzündungsreaktionen induzieren und verstärken könnten. Zudem 
wurde 21 d nach Exposition der Wistar Ratten zu SrCO3 NP eine signifikant erhöhte Zn Konzentration 
in Alveolarsepten festgestellt. Eine erhöhte Zn Konzentration kann beispielsweise zu verstärkter Sup-
ression der NF-κΒ Transkription führen. Dieser Transkriptionsfaktor reguliert eine Vielzahl von Genen 
für Immunantworten, wie beispielsweise die Freisetzung zytoplasmatischer Zytokine. A20, ein Zink-
fingerprotein, wurde bereits als Ziel erhöhter Zinkkonzentrationen identifiziert. Es reguliert die Trans-
kription von NF-κΒ über eine negative Rückkopplung, was ebenso wieder zu einer Inhibition von NF-
κΒ und somit der antiinflammtorischen Immunantwort führt231. Aufgrund der stark fehlregulierten Zn 
Homoöstase ist davon auszugehen, dass entzündliche Prozesse innerhalb der Lunge stattfinden, was 
zudem durch die in vitro nachgewiesene Freisetzung von CXCL-1 und TNF-α durch AM unterstützt 
wird. Der NP - bedingte starke Anstieg intrazellulären Schwefels könnte eine Art Kompensationsreak-
tion darstellen, um dem gesunkenen Zn Spiegel entgegenzuwirken und antioxidative Schutzmecha-
nismen aufrechtzuerhalten. SrCO3 NP führen zu signifikant verringerten Cu Konzentrationen. ZrO2 
TODS NP führen in vivo zu einer signifikant erhöhten zellulären Cu Konzentration. In vitro steigt der 
Cu Gehalt oberflächenunabhängig nach Exposition signifikant an. So wie die protektiven Eigenschaf-




ser Arbeit nachgewiesen, fluktuiert der intraseptale bzw. intrazelluläre Cu Gehalt nach NP Exposition 
stark. GSH spielt eine tragende Rolle in der intrazellulären Cu – Bindung sowie dessen Aufnahme und 
Abgabe, was die starke Verbindung dieser Elemente und deren Konzentrationen unterstreicht. Intra-
zellulär ansteigendes Cu kann also mit der GSH Balance interferieren232. Eine Schlussfolgerung dieser 
Ergebnisse ist, dass SrCO3 NP in vivo und in vitro in der Lage sind die streng regulierte Homöostase 
zellulärer Haupt- und Spurenelemente so zu beeinträchtigen, dass eine Induktion inflammatorischer 
Prozesse und oxidativer Schädigung erleichtert wird. Cu hat Funktion als Kofaktor wichtiger Enzyme, 
wie beispielsweise der SOD, der Cytochromoxidase oder der Tyrosinase. Cu Mangel oder Überschuss 
kann oxidativen Stress, Einschränkungen der oxidativen Phosphorylierung und folglich der ATP - Syn-
these, sowie Beeinträchtigungen des Eisenstoffwechsels zur Folge haben233. Nach in vitro Exposition 
wurde unabhängig vom NP Typ stets ein Einfluss auf die intrazelluläre Fe Konzentration festgestellt. 
Dieser könnte sowohl primär durch die NP Belastung, aber auch sekundär durch veränderte Cu Kon-
zentrationen entstanden sein. Fe ist ein wichtiges Element für Sauerstofftransport und -speicherung 
und spielt intrazellulär eine unersetzbare Rolle bei der oxidativen Phosphorylierung und bei metabo-
lischen Redoxreaktionen234. Eine NP - induzierte Störung der zellulären Eisenhomöostase kann in der 
Folge zu oxidativem Stress führen. Oxidativer Stress resultiert in DNA -, Protein - und Lipidschädigun-
gen. Nach Exposition von Wistar Ratten zu ZrO2 NP ist eine Kolokalisation von Zr mit S und Fe zu se-
hen, was ein Hinweis auf NP - beladene AM ist235. Auch die in der Arbeit durchgeführten in vitro Ex-
perimente mit AM zeigten einen signifikant erhöhten intrazellulären Eisengehalt nach ZrO2 TODS 
Exposition. Eine gestörte Eisenhomöostase begleitet von Fe - induziertem oxidativen Stress und 
Ruptur der Lysosomen könnte eine Konsequenz sein. Dies kann bis zu einer sekundären Alveolarpro-
teinose führen235. Ghio und Kollegen stellten eine gestörte Eisenhomöostase nach Quarz Exposition 
von AM fest, welche zu oxidativem Stress und proinflammatorischen Effekten führte. Eine quantitati-
ve Einzelzellanalyse der TiO2 Aufnahme im Darmzellmodell Caco-2 wurde von Meyer und Kollegen 
mithilfe der Ionenstrahlmikroskopie (IBM) durchgeführt. Sie stellten einen zeit - und konzentrations-
abhängigen Anstieg der intrazellulären Ti Konzentration fest, wobei sich der intrazelluläre Ti Gehalt 
oberflächenabhängig (hydrophobes NM103 vs. hydrophiles NM104) signifikant unterscheidet. Zudem 
wurden stark erhöhte Elementgehalte an P, S und den Spurenelementen Fe, Cu und Zn beobachtet, 
was auf NP - bedingte Homöostasestörungen hindeutet98.  
Es wurden verschiedenste NP – bedingte Kolokalisations- und Umverteilungsphänomene mit-
tels IBM identifiziert. Diese Umverteilungen weisen auf einen starken NP - bedingten Eingriff in die 
zelluläre Homöostase von Spurenelementen dar. Wie es zu diesen intrazellulären Elementumvertei-
lungen kommt, bleibt weiterhin unklar. Es lässt sich vermuten, dass die NP bei Transzytose durch das 
Zellinnere Spurenelemente und Proteine auf ihrer reaktiven Oberfläche adsorbieren und wie ein 




adsorbiert und mit in die Zellen hineingeschleust haben.  Wie bereits erwähnt wurde, sind in vivo als 
auch in vitro Ti und Zr, welche innerhalb des Mischoxid NP vorhanden sein sollten, nicht stets koloka-
lisiert. Dies bestätigt auch die gezeigten Ergebnisse der in vivo Visualisierung und unterstützt die Hy-
pothese, dass der NP intrazellulär durch veränderte pH Bedingungen und durch enzymatische Ab-
bauversuche prozessiert wird und sich dadurch zytoplasmatische Ti – reiche und Zr – reiche Areale 
ausbilden. Nach Analyse der Umverteilung metabolischer Elemente unter Einfluss der ZrO2 NP konn-
te festgestellt werden, dass acrylierte NP mit Ca kolokalisiert sind bzw. eine Umverteilung bewirken. 
Zudem konnte eine Kolokalisation mit Cu beobachtet werden. Im Gegensatz dazu konnte bei TODS - 
modifizierten NP eine beginnende Kolokalisation mit Fe beobachtet werden, nicht jedoch mit Ca und 
Cu. Dies unterstreicht erneut die Abhängigkeit des biokinetischen Verhaltens der NP von ihrer Ober-
fläche. Die beschriebene SrCO3 NP - induzierte intrazelluläre Calciumumverteilung ist hingegen ober-
flächenunabhängig. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass abhängig von der Art und / oder Ober-
flächenbeschaffenheit der NP, Elementumverteilungen und Kolokalisationen mit NP stattfinden. Dies 
lässt sowohl auf eine gestörte Homöostase schließen und untermauert die toxikologische Relevanz 
der gebildeten NP Hot Spots. 
5.4 Dosis – Wirkung - Beziehungen 
Ein zentraler Baustein der Risikobewertung ist die Entwicklung von Dosis - Wirkung - Bezie-
hungen zur Risikocharakterisierung. Toxikologisch relevante Dosen, d.h. biologisch aktive Dosen, zell - 
assoziierte oder intrazelluläre Dosen, werden in der modernen Toxikologie verwendet, um diese Be-
ziehungen zu beschreiben. Nominale Dosen oder Expositionskonzentrationen geben zwar Auskunft 
über die applizierte Menge einer Substanz, aber nicht über die tatsächlich wirksame Menge der Sub-
stanz an ihrem Wirkort236,237, 238. Eine Quantifizierung internalisierter NP Dosen auf Einzelzellebene ist 
daher unerlässlich, um Aufnahme - und Wirkmechanismen nachvollziehen zu können und daraus 
wissenschaftlich fundierte Grenzwerte für eine sichere Exposition von Arbeitern und Verbrauchern in 
einem vernünftigen Risikomanagement abzuleiten. Die hier angewandte IBM liefert eine simultane 
Visualisierung, Identifizierung und Quantifizierung von NP in biologischer Matrix. Die Stichproben-
größe soll die biologische Variabilität der NP Aufnahme pro Zelle beleuchten. Die Charakterisierung 
von NP Eigenschaften soll zunächst erörtert werden, da ihre Eigenschaften ihr Verhalten in biologi-





Die Charakterisierung von NP in biologischen Medien ist unerlässlich, da ihre physikochemi-
schen Eigenschaften biokinetische Prozesse, wie Translokation, Aufnahme und potentielle toxische 
Effekte bestimmen. Da die hier ausgewählten NP durch ihre industrielle Relevanz einen hohen Stel-
lenwert haben, wurden diese bereits im NanoCare Projekt umfassend charakterisiert. Kroll und Kol-
legen ermittelten unter Zuhilfenahme der Transmissionenelektronenmikroskopie eine Größenvertei-
lung der Primärpartikel (d90, d50) von 19, 13 nm (SrCO3 hydrophil) bzw. 17, 13 nm (SrCO3 hydrophob), 
28, 21 nm (TiO2), 34, 18 nm (TiZr) und 40, 17 nm (ZrO2 TODS und Acryl)91. In der vorliegenden Arbeit 
wurden NP Durchmesser in Dispersion mithilfe der NTA und DLS analysiert (siehe Abbildung 23). 
Mittels NTA wurden hydrodynamische Durchmesser von 74 nm (ZrO2 Acryl) bis zu 142 nm (SrCO3 
hydrophil) gemessen. Eine Bildung von kleineren NP Agglomeraten in biologischen Medien ist daher 
wahrscheinlich, da die gemessenen hydrodynamischen Durchmesser deutlich über der Primärparti-
kelgröße liegen. Die DLS führt hierbei zu höheren hydrodynamischen Durchmessern. Dies resultiert  
aus der Proportionalität der Streulichtintensität zu r6 (Radius), wodurch diese Technik zu einer inten-
sitätsgewichteten Größenverteilung führt107, 109. Das bedeutet, dass in der Dispersion enthaltene gro-
ße NP intensiveres Streulicht erzeugen als kleine NP und so zu einer Rechtsverschiebung der Vertei-
lungskurven beitragen. Demgegenüber ist die NTA Anzahl - gewichtet107, d. h. der Modalwert der 
gemessenen NP Dispersion ist aussagekräftig. Kroll und Kollegen untersuchten zudem unter Zuhilfen-
ahme des Zetapotenzials die Oberflächenladung der NP in DMEM mit 10 % FKS: mit -9,2 mV (SrCO3 
hydrophil) bzw. -10,8 mV (SrCO3 hydrophob), -9,1 mV (TiO2),-20 mV (TiZr) und -8,7 bzw. -7,7 mV 
(ZrO2 TODS bzw. Acryl) wurden für alle NP negative Oberflächenladungen in biologischen Medien 
ermittelt91. Die Ladung der NP Oberfläche spielt eine wichtige Rolle in der Aufnahme der NP durch 
Zellen. Beispielsweise würde eine positiv geladene Oberfläche eine Assoziation an negativ geladene 
Zellmembranen fördern. Interessanterweise interagieren negativ geladene Partikel bevorzugt mit 
phagozytotischen Zellen. Dies könnte in ihrer physiologischen Funktion zur Pathogenabwehr begrün-
det liegen, denn Bakterien haben auch eine negative geladene Zelloberfläche. Zudem könnte eine 
negative Oberflächenladung von NP zu verstärkter Aufnahme und somit zu stärkeren zytotoxischen 
Effekten führen239. Interessant für eine quantitative Elementanalyse auf Einzelzellebene ist eine Cha-
rakterisierung der NP nach Präparation mittels IBM (siehe Abbildung 1 im Anhang). Hier zeigte sich, 
dass die Hauptkontaminanten Elemente aus Waschlösungen (Ca, K, Cl) sind. Zudem ist ein Eintrag 
von zusätzlichem Ti durch die Ultraschallbehandlung möglich.  
Vergleichende NP Aufnahme in vitro  
Die zelluläre Aufnahme der verschiedenen NP Spezies in vitro in NR8383 AM und A549 Zellen 




der NP Aufnahme durch NR8383 AM wurde deutlich, dass TiO2 NP und ZrO2 TODS am stärksten auf-
genommen werden. Hier zeigte sich, dass diese beiden NP Spezies bis zu fünffach höhere intrazellulä-
re Konzentrationen erreichen, als die übrigen untersuchten NP. 
 
Abbildung 64: Komparative Analyse der NP Aufnahme in vitro in NR8383 AM und A549 Zellen. Dargestellt ist die ermittel-
te intrazelluläre NP Dosis nach 24 - stündiger Exposition zu 30 µg/ml. 
 
In A549 Zellen wurden 7 - bis 8 - fach höhere Sr Konzentrationen detektiert als in NR8383 
AM. Der gemessene intrazelluläre Ti Gehalt in A549 Zellen ist nach 24 - stündiger Exposition dreifach 
geringer als in NR8383 AM. Die Aufnahme des Mischoxid NP resultierte in beiden Zelllinien in ca. 
3000 - 6000 ppm Ti. In NR8383 AM wurden zusätzlich 4.600 ± 1.100 ppm Zr nachgewiesen. In A549 
wurde kein Zirkon nachgewiesen. Die vergleichende Aufnahmestudie zeigt, dass bestimmte Zelltypen 
bestimmte NP Spezies präferiert aufnehmen oder bestimmte NP Spezies aufgrund ihrer Eigenschaf-
ten leichter in bestimmte Zelltypen translozieren können. 
SrCO3 NP induzierte biologische Effekte 
Die Dosis - Wirkung - Beziehung zur toxikologischen Evaluation der SrCO3 NP im AM Modell 
nach 48 h ist als Funktion der Expositionskonzentration und der Oberflächenmodifikation in Abbil-
dung 65 zusammengefasst. Im Allgemeinen zeigt die NP Aufnahme in NR8383 AM eine multimodale 
Dosisverteilung mit verstärkter Asymmetrie, welche durch die Bildung toxikologisch relevanter Hot 
Spots bedingt ist. Nach 72 - stündiger Exposition stellen sich erste Regenerationsanzeichen dar. Hyd-
rophobe NP werden bereits bei geringer Expositionskonzentration verstärkt aufgenommen. Schon 
bei Exposition zu 30 µg/ml zeigt sich trotz geringer NP Aufnahme von etwa 1.500 ppm hydrophil mo-
difizierter NP eine stärkere zelluläre Antwort verglichen mit hydrophob modifizierten SrCO3 NP 
(11.000 ppm). Zu den Folgen der NP Exposition auf NR8383 AM zählt ein antiproliferativer Effekt, 
Induktion von Apoptose und Nekrose sowie eine exzessive ROS Produktion. Dies tritt oberflächenab-












































beschriebenen Wirkmechanismen. Auch die intrazelluläre Prozessierung und Dynamik sowie die Lös-
lichkeit bestimmen den Wirkmechanismus der SrCO3 NP. 
 
Abbildung 65: Dosis - Wirkung - Relation von oberflächenmodifizierten SrCO3 NP in NR8383 AM. Dargestellt ist die intra-
zelluläre Sr Dosis nach 48 - stündiger Exposition im Verhältnis zur Ausprägung des toxischen Effekts. Die Öffnungswinkel im 
Toxizitätsprofil dienen als Maß für die Stärke des beobachteten Effekts. Unterbrochene Linien stellen nicht gemessene, 
sondern lediglich abgeleitete Tendenzen dar. 
 
Hydrophob modifizierte NP induzieren verstärkt apoptotische Ereignisse und weniger stark 
Nekrose. Hydrophil modifizierte NP induzieren Apoptose und Nekrose in gleichem Maße. Da eine 
Annexin V/ PI - Färbung auf der Membranintegrität während der Apoptose beruht und spätapoptoti-
sche Zellen durchaus eine erhöhte Membranpermeabilität aufweisen, tragen sowohl früh - als auch 
spätnekrotische und spätapoptotische Zellen zur der doppelt - gefärbten Zellpopulation bei. Eine 
Unterscheidung dieser Zelltodarten unter Verwendung dieser Detektionsmethode ist folglich als kri-
tisch zu erachten. Dennoch ist festzustellen, dass SrCO3 NP unabhängig von der Oberflächenmodifi-
zierung zu einer gleichermaßen reduzierten Vitalität der AM Population führen. Die Depolarisation 
der mitochondrialen Membran als Marker für frühe Apoptosestadien wurde mittels JC-1 Färbung 
analysiert. Jedoch kommt die Transition der mitochondrialen Permeabilität auch während der Nekro-
se vor. Während der Nekrose tritt sie sehr plötzlich auf und während der Apoptose schleichend. So 
könnte schlussgefolgert werden, dass die zeitabhängig zunehmende Depolarisation der Mitochondri-
enmembran unter Einfluss von max. 1.500 ppm Sr (hydrophil, 30 µg/ml) durchaus als Apoptose ge-
wertet werden könnte. Höhere intrazelluläre Sr Belastungen von etwa 20.000 ppm (hydrophil, 
100 µg/ml) führen zu einer deutlich stärkeren und schneller eintretenden Depolarisation. Deshalb ist 
anzunehmen, dass diese NP Belastung zu nekrotischem Zelltod führt. Da beide Methoden eine ein-
deutige Diskriminierung zwischen Apoptose und Nekrose schwierig gestalten, wurde zusätzlich der 
Nicoletti - Assay zur weiteren Analyse apoptotischer Marker durchgeführt. Im Nicoletti - Assay, einer 
Färbung gesamten Zell - DNA, wird die Ausbildung einer subG0/G1 - Population aufgrund der Häufung 
hypodiploider Zellen als Anzeichen für Apoptose beschrieben130. Diese subG0/G1 - Population kann 




Population auf etwa 40 % wurde nach Exposition zu 1.500 ppm Sr (hydrophil) beobachtet. Etwa 
11.000 ppm Sr (hydrophob) vergrößern diese Population auf etwa 20 % (siehe Abbildung 2 im An-
hang). Andere Gruppen konnten Apoptose durch Sr nachweisen. Beispielsweise führt eine hohe Sr 
Belastung von Fettgewebezellen zu Apoptose240. Weiterhin wird die Induktion von Apoptose in Oste-
oklasten durch Sr - haltige Verbindungen beschrieben. Dies ist begleitet durch die Förderung von 
Proliferation, Kolonisierung und Differenzierung von Osteoblasten in vivo, was zur Therapie degene-
rativer Knochenerkrankungen eingesetzt werden soll bzw. bereits Anwendung findet241. Zudem wur-
de ein Zellzyklusstopp am G2/M – Kontrollpunkt und die Freisetzung des proinflammatorischen CXCL-
1 festgestellt. Die stärksten Veränderungen im Zellzyklus sowie die Ausschüttung von CXCL-1 werden 
erneut durch Einwirkung von hydrophilem SrCO3 hervorgerufen, wobei hier die höchste Konzentrati-
on von 200 µg/ml auch den stärksten Effekt zeigt (siehe auch Abbildung 4 im Anhang). Kritisch be-
trachtet ist festzustellen, dass so hohe Expositionskonzentrationen, wie 200 µg/ml, adverse Effekte 
primär durch die hohe NP Belastung und sekundär durch die chemische Struktur oder die Oberflä-
chenreaktivität der NP hervorrufen. Wie bereits erwähnt, induzieren SrCO3 NP mit hydrophiler Ober-
flächenfunktionalisierung zumeist eine stärkere Zytotoxizität, obwohl diese eine deutlich geringere 
Aufnahme durch NR8383 AM erfahren als SrCO3 NP mit hydrophober Oberfläche. Die stärkeren Ef-
fekte durch hydrophile NP könnten in der höheren Löslichkeit der dieser NP und einer damit einher-
gehenden schnelleren Bereitstellung der aktiven Oberflächendefektstellen liegen (siehe Abbildung 
43). Die Verfügbarkeit der Defektstellen, welche als „aktive“ Stellen auf der NP Oberfläche bezeich-
net werden, ist bereits als fördernd im Falle der ROS Produktion beschrieben. Je mehr „Defekte“ auf 
der NP Oberfläche entstehen, desto mehr ROS können generiert werden81. Es ist denkbar, dass eine 
pH – abhängige Desintegration der NP Struktur zu einer Zunahme solcher Defektstellen führt und in 
der Folge zu erhöhter ROS Produktion sowie weiterer zytotoxischer Effekte. Weiterhin können die 
aus dem NP freiwerdenden Sr2+ Kationen ähnliche Reaktionen hervorrufen wie freie Fe oder Cu Io-
nen, welche durch ihren aktiven Redoxzyklus die Bildung von ROS vorantreiben. Durch diesen Zyklus 
können hochreaktive Ionen, wie z.B. OH• Radikale entstehen, welche in der Lage sind Struktur und 
Funktion essentieller Biomoleküle zu modifizieren242. Zudem ist denkbar, dass die überschießende 
intrazelluläre ROS Produktion eine Art des respiratorischen Bursts darstellt. Dieser spezielle Mecha-
nismus ist charakteristisch für Makrophagen und dient der Generierung von Signalmolekülen und 
weiteren defensiven Antworten zur kontrollierten Einleitung eines inflammatorischen Prozesses243. 
Hydrophob modifiziete SrCO3 NP werden im Allgemeinen stärker aufgenommen. Diese höhere Auf-
nahme hydrophob funktionalisierter NP lässt sich durch die erhöhte Affinität dieser zu Zellmembra-
nen erklären, welche auf hydrophoben Wechselwirkungen basieren244 und dazu führen, dass mehr 




wurde bereits eine verbesserte zelluläre Aufnahme hydrophober NP nachgewiesen244, 245, denn NP 
mit hydrophober Oberfläche diffundieren einfacher in Lipidmembranen hinein246.  
Des Weiteren wurde in der vorliegenden Arbeit festgestellt, dass A549 Zellen durch Exposi-
tion zu SrCO3 NP keine toxischen Zellschädigungen davontragen. Die zelluläre Aufnahme hydrophiler 
und hydrophober SrCO3 NP ist mit einer intrazellulären NP Belastung von 10.000 bis etwa 
20.000 ppm weitestgehend konstant über den gesamten Expositionszeitraum und zeigt lediglich mi-
nimale oberflächenabhängige Aufnahmeunterschiede. Es scheint sich eine Art Sättigung der Sr Auf-
nahme nach Exposition zu hydrophilem SrCO3 einzustellen, was zum einen an der hohen Proliferati-
onsrate von A549 Zellen liegen kann (Verdopplungszeit: 23 h247). Zudem könnte angenommen wer-
den, dass sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen Endozytose und Exozytose248 einstellt. Die 
intrazelluläre Sr Dosis nach Exposition zu SrCO3 hydrophob zeigt mit fortschreitender Dauer eine 
leichte Tendenz zur Sr Akkumulation. Ausbleibende adverse Effekte der teils starken NP Exposition 
könnten die im Folgenden beschrieben Gründe haben. Lanone und Kollegen stellten in einer umfas-
senden Studie fest, dass gemessene toxische Effekte abhängig von Zelltyp und dem ausgewählten 
Testsystem sein können. Auch sie beobachteten, dass A549 Zellen verglichen mit einem Makropha-
genmodell in vitro deutlich insensitiver reagieren77. Dies stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit 
überein, in welcher die Robustheit der A549 Zellen gegenüber einer NP Exposition ebenso beobach-
tet wurde.  
 
TiO2 und TiZr NP – Effekte im Lungenzellmodell 
Die Aufnahme von TiO2 und den Mischoxid NP TiZr in NR8383 AM in Verbindung mit den NP - 
induzierten biologischen Effekten nach 48 h ist in Abbildung 66 dargestellt. Unabhängig von der Ex-
positionsdosis oder -zeit wird reines TiO2 zumeist stärker aufgenommen als das Mischoxid. Sind 
NR8383 AM zu geringen TiO2 Konzentrationen exponiert, so steigt die intrazelluläre Ti Dosis stetig an 
(siehe auch Abbildung 49B). Nach Exposition zu höheren Konzentrationen hingegen sinkt der intra-
zelluläre Ti Gehalt mit fortschreitender Zeit wieder ab. Dies spricht für eine Sättigung zellulärer Auf-
nahmekapazitäten begleitet durch exozytotische Mechanismen, wodurch exozytierte NP frei werden 
für eine erneute Aufnahme durch andere AM62. Die Aufnahme des Mischoxid NP TiZr führt zu einem 
deutlich geringeren intrazellulären Ti Gehalt. Intrazelluläres Zr ist am höchsten nach Exposition zur 





Abbildung 66: Dosis - Wirkung - Relation von TiO2 vs. TiZr NP in NR8383 AM. Dargestellt ist die intrazelluläre Ti bzw. Zr 
Dosis nach 48 - stündiger Exposition im Verhältnis zur Ausprägung des toxischen Effekts. Die Öffnungswinkel im Toxizitäts-
profil dienen als Maß für die Stärke des beobachteten Effekts. Unterbrochene Linien stellen nicht gemessene, sondern 
lediglich abgeleitete Tendenzen dar. 
 
TiO2 NP und ihre Aufnahme durch verschiedenste Zellen wurde in vitro eingehend unter-
sucht. Bekannt ist, dass die TiO2 Aufnahme abhängig von ihrer Größe und Kristallstruktur ist97, 249. So 
ist für TiO2 NP mit geringem anatase – Anteil eine höhere Aufnahme beschrieben 250. Rein rutile TiO2 
NP werden zudem als weniger renitent eingestuft221 als anatase NP oder das hier untersuchte, ge-
mischtphasige TiO2 (P25, anatase : rutil=3:1). Andersson und Kollegen untersuchten die Aufnahme 
von TiO2 NP verschiedener Kristallphasen durch vitale A549 Zellen mithilfe der Ramanspektroskopie 
und beobachteten differentielle subzelluläre Verteilungsmuster in Abhängigkeit von der Kristallpha-
se. Die hier untersuchten TiO2 NP wurden von ihnen in Zellkernnähe und bevorzugt assoziiert an Mi-
tochondrien detektiert250, was mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit übereinstimmt. Auch 
Chen und Kollegen haben TiO2 - induzierte Veränderungen der mitochondrialen Membranen festge-
stellt und postulierten demnach, dass diese NP nach Internalisierung bevorzugt in räumliche Nähe 
der Mitochondrien translozieren251. Die in dieser Arbeit festgestellte Kolokalisation rutiler TiO2 NP 
mit Mitochondrien wird durch die Ergebnisse der zuvor beschriebenen Studien bestätigt. Gitrowski 
und Kollegen stellten fest, dass wie hier in NR8383 AM beobachtet, die Aufnahmekapazitäten von 
Caco-2 Zellen ebenso durch TiO2 NP ausgeschöpft werden. Auch sie machen die Kristallstruktur der 
NP verantwortlich für diesen Effekt, wobei anatase TiO2 NP verglichen mit rutilen NP schneller absor-
biert werden 221. Verschiedene Studien postulieren einen energieabhängigen vesikulären Aufnahme-
prozess von TiO2 NP in A549 und in Caco-2 Zellen221, 250, 251. TiO2 NP führen zu keinerlei toxischen Ef-
fekten im gewählten NR8383 AM Modell. Eine Tendenz zur erhöhten Freisetzung proinflammatori-
scher Zytokine kann vermutet werden (siehe Abbildungen 8 und 9 im Anhang). Park und Kollegen 
bestätigen die ausbleibende Toxizität von TiO2 NP in A549 Zellen252. Zu Aufnahme und biologischen 
Effekten des Mischoxid NP TiZr ist wenig bekannt. Kroll und Kollegen vermuteten nach Untersuchung 
biologischer Effekte dieses Mischoxid NP, dass der hohe TiO2 Gehalt der Mischoxid NP die Ursache 
der detektierten leichten zytotoxischen Effekte in sechs von zehn der von ihnen getesteten Zelllinien 
ist, darunter auch A549 Zellen91. Die chemische Komposition eines NP kann zur Induktion adverser 




Kollegen zeigten, dass die chemische Zusammensetzung der NP maßgeblich zur ROS Produktion bei-
trägt254. Zudem ist festzustellen, dass wie bereits für TiO2 NP - induzierte Effekte beobachtet, auch 
nach Exposition zum Mischoxid NP eine Elementumverteilung stattfindet. Sowohl in vivo als auch in 
vitro nach Exposition zu TiO2 bzw. TiZr liegt eine intrazelluläre Zn Defizienz vor, welche bis hin zum 
Zelltod führen kann. Vor allem im respiratorischen System kann ein Mangel dieses wertvollen Spu-
renelements zu beeinträchtigter Immunfunktion, begleitet durch erhöhte Infektionsanfälligkeit füh-
ren220. 
ZrO2 – induzierte und oberflächenabhängige biologische Effekte 
In der vorliegenden Arbeit wurde in vitro in NR8383 AM durch Exposition zu ZrO2 NP zu-
nächst eine reduzierte Vitalität und eine signifikant erhöhte ROS Bildung festgestellt. Da dies aus-
schließlich nach Exposition zu hohen Konzentrationen acrylierter NP auftrat, ist der Effekt hier als 
oberflächenabhängig zu beschreiben (siehe Abbildung 67).  
 
Abbildung 67: Dosis - Wirkung - Relation von ZrO2 Acryl vs. ZrO2 TODS NP in NR8383 AM. Dargestellt ist die intrazelluläre 
Zr Dosis nach 24 - stündiger Exposition im Verhältnis zur Ausprägung des toxischen Effekts. Die Öffnungswinkel im Toxizi-
tätsprofil dienen als Maß für die Stärke des beobachteten Effekts. Unterbrochene Linien stellen nicht gemessene, sondern 
lediglich abgeleitete Tendenzen dar. 
Das quantifizierte 24 - stündige Expositionsszenario von 30 µg/ml führte trotz extremer NP 
Aufnahme von 40.000 (Acryl) und beinahe 90.000 ppm Zr (TODS) zu keiner Beeinträchtigung der Vita-
lität und zu keiner erhöhten ROS Produktion. Mit fortschreitender Expositionszeit und höherer Expo-
sitionskonzentration an acrylierten ZrO2 NP zeigte sich jedoch eine signifikant erhöhte ROS Produk-
tion. Jedoch kann hier keine Aussage über die auslösende intrazelluläre Zr Dosis getroffen werden. 
Vennemann und Kollegen stellten in einer Studie mit den hier verwendeten NP fest, dass acryliertes 
ZrO2 stets stärker zytotoxisch auf NR8383 AM wirkt als TODS – modifizierte NP101. Dies stimmt mit 
den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit überein. Denn die durchgeführte CRM - basierte Kolokalisa-
tionsanalyse der acrylierten ZrO2 NP zeigt in NR8383 AM eine starke Anlagerung an Mitochondrien, 
was durchaus als Auslöser toxischer Effekte eingestuft werden kann. Acyrlierte NP wurden zudem als 
arbeitsmedizinisch relevante NP innerhalb der Lungen betroffener Arbeiter nachgewiesen und mit 
der Entstehung unspezifischer pulmonaler Inflammation, Fibrosenbildung und der Entstehung von 
Fremdkörpergranulomen in Verbindung gebracht255. Weitere Studien mit Mausfibroblasten zeigen 




gen durch eine ZrO2 Exposition von Osteoblasten wurde ebenso nachgewiesen. Zudem wurden neu-
rotoxische Effekte durch ZrO2 NP Exposition beschrieben. Eine reduzierte Vitalität sowie Aktivität der 
Glutathionperoxidase begleitet von antiproliferativen Effekten in exponierten neuronalen Zellen 
wurde nachgewiesen256. 
Verschiedenste Faktoren beeinflussen die Wirkmechanismen, determinieren folglich Wirk-
schwellen und gestalten Dosis - Wirkung - Beziehungen der NP. Physikochemische NP Eigenschaften, 
wie Größe, Oberflächenladung sowie Oberflächenmodifikation oder chemische Formulierung neh-
men Einfluss auf das Verhalten der NP in biologischer Umgebung und bestimmen die zelluläre NP 
Aufnahme, Akkumulation, Retention oder Exozytose maßgeblich. Die effektive intrazelluläre Dosis, 
sowie die intrazelluläre Dynamik und Prozessierung von NP führen zu NP - Biomolekül - Wechselwir-
kungen und führen zu den gezeigten biologischen und toxischen Zellantworten und deren Ausprä-
gung. Löslichkeit von NP, Freisetzung reaktiver Ionen, chemische Zusammensetzung und strukturelle 
Integrität der NP sind Parameter, welche in Synergie oder Wechselwirkung diese Wirkmechanismen 
prägen und zu den hier gezeigten Dosis - Wirkung - Beziehungen führen.  
5.5 In vivo – in vitro Relevanz 
Die in vivo - in vitro Relevanz stellt eines der verfügbaren Modelle zur toxikologischen Evalua-
tion, Risikocharakterisierung und der Verbesserung der Prädiktivität von in vitro Teststrategien257 auf 
Grundlage des 3R Prinzips dar. Ziel des 3R Prinzips ist das Vermeiden (Replace) und Reduzieren (Re-
duce) der Zahl der Tierversuche und die Verringerung des Leidens (Refine) der Tiere. Das 3R Prinzip 
bildet die Grundlage der Tierschutzpolitik sowie moderner Forschungsansätzeo. An diese Grundsätze 
knüpft die in vivo - in vitro Relevanz an. Dieses Modell ist von großer Bedeutung für die Anpassung 
des Dosisfenters für in vitro Tests, sowie der Optimierung und Validierung von in vitro Teststrategien 
zur Erhöhung ihrer Prädiktivität. Zudem ist es unmöglich eine umfassende Analyse NP - vermittelter 
Toxizitätsmechanismen allein in komplexen in vivo Systemen bzw. auf Organismusbasis zu entschlüs-
seln. Die Einfachheit von in vitro Testsystemen prädestiniert diese daher zur unterstützenden, detail-
genauen Analyse NP - vermittelter Wirkungsweisen auf Ebene der kleinsten biologischen Einhei-
ten104. Zusätzlich ist das in vivo Verhalten von Substanzen, NP usw. invariabel und schwer beeinfluss-
bar. Demgegenüber sind in vitro Tests hochvariabel und beeinflussbar, was sie adaptierbar an in vivo 
Gegebenheiten macht. In vivo ermittelte Parameter wie die AUC (Fläche unter der Kurve der Plasma-
konzentration), die Zeit t bis zum Erreichen der maximalen Konzentration, cmax selbst sowie die ku-
mulative Menge eliminierter, nicht - metabolisierter Substanz im Urin (A) können aus biokinetischen 




den258. Zur Etablierung geeigneter und valider in vitro Teststrategien zur Korrelation NP - induzierter 
Effekte werden die physikochemische Charakterisierung und die quantitative Bestimmung effektiver 
NP Dosen auf Einzelzellebene zwingend notwendig. Größe, Löslichkeit, Oberflächenladung und Ag-
glomerationsverhalten sind maßgeblich für NP - Biomolekül - Wechselwirkungen259. Diese Parameter 
sind ebenso maßgeblich für das Translokationsverhalten von NP in biologischer Umgebung, hier im 
respiratorischen System. Sie beeinflussen Eindringtiefe, Akkumulation, Retention und Clearance aus 
der Lunge12, 14. Unter Berücksichtigung des 3R Prinzips ergibt sich daher die Zielstellung der in vivo - in 
vitro Korrelation: Eine realistische Darstellung des nachgewiesenen in vivo NP Verhaltens auf in vitro 
Ebene. Dies ist zudem mit dem Ziel dieser Arbeit, der Identifizierung NP belasteter Zelltypen in vivo, 
vereint. Eine Etablierung geeigneter Zellmodelle zusammen mit einer dosimetrischen Einstellung 
realistischer Einzelzelldosen soll diesem Zweck dienen. Eine Dosisanpassung durch die Quantifizie-
rung effektiver NP Konzentrationen auf Einzelzellebene in Kulturzellen und Organen ist daher uner-
lässlich, aber in Ermangelung quantitativer Methoden ebenso herausfordernd. Zahlreiche Methoden 
zur qualitativen Darstellung von NP Verteilungsmustern in biologischer Umgebung könnten ange-
wandt werden. Mikroskopische oder durchflusszytometrische Techniken beruhen oft auf fluoreszie-
renden, damit zusätzlichen Oberflächenmodifizierungen. Leistungsstarke, massenspektrometrische 
Techniken, wie ICP-MS/OES, können zur Identifizierung und Quantifizierung von NP in biologischer 
Umgebung angewandt werden. Sie bieten zudem die Möglichkeit zum Hochdurchsatzscreening260. 
Dennoch fehlt ihnen als alleinstehende Technik die Möglichkeit der ortsaufgelösten Visualisierung 
und damit einer Identifizierung belasteter Zelltypen in vivo.  Die IBM, obwohl apperativ aufwendig 
und zeit- und kostenintensiv, liefert daher einen wertvollen Beitrag zur Korrelation von Einzelzelldo-
sen in vivo und in vitro. Sie ermöglicht dadurch die Erstellung fundierter Verbindungen zwischen ef-
fektiven NP Dosen und biologischen Effekten, welche sich positiv auf zukünftige nanotoxikologische 
Studien auswirken wird. 
Auf Basis der in Kapitel 4.3 erarbeiteten element - und molekülbasierten spektralen Histolo-
gie wurden NP belastete Zelltypen im Lungengewebe identifiziert, internalisierte NP Dosen pro Lun-
genkompartiment bis auf Einzelzellebene quantifiziert. In vivo - in vitro Ergebnisse von 4,8 mg/Lunge 
SrCO3 hydrophil und NR8383 AM bzw. A549 Zellen wurden korreliert (siehe Abbildung 68). Verglei-
chend betrachtet ist in vivo 3 d p.I. der NP Gehalt in der Lunge am höchsten. Der Sr Gehalt in AM liegt 
bei ca. 88 %, der von AS bei ca. 11 % des gesamten Sr Gehalts. Die Exposition von NR8383 AM in vitro 
zu verschiedenen Konzentrationen der SrCO3 NP zeigt eine Zunahme der intrazellulären NP Dosis 
abhängig von der Expositionskonzentration und der -zeit. Bei gleicher Konzentration und gleicher 





Abbildung 68: SrCO3 In vivo – in vitro Relevanz. Gegenüberstellung der Sr Konzentration in AM in vivo und in vitro (NR8383 
AM) (A) sowie in AS in vivo und in vitro in A549 Zellen (B). Exposition: Lunge: 4,8 mg/Lunge, 3 d p.I., NR8383 AM: über 72 h, 
30 bzw. 100 µg/ml, A549 Zellen: über 72  
 
In vivo wurde eine 2,7 – fach höhere Sr Dosis in AM gefunden als in vitro nach Exposition der 
NR8383 AM zu hohen Konzentrationen. Nach 72 – stündiger Exposition zu 100 µg/ml ist der intrazel-
luläre Sr Gehalt nicht länger signifikant unterschiedlich. Die Exposition von A549 Zellen zu 30 µg/ml 
SrCO3 hydrophil führt zu einer intrazellulären Sr Dosis von ca. 13.000 ppm und in vivo in Alveolarsep-
ten wurde ein Sr Gehalt von 18.000 ppm ermittelt, welche sich nicht signifikant voneinander unter-
scheiden. Die vergleichende Betrachtung der Dosisanpassung in vitro zur Rekonstruktion der gefun-
denen effektiven Dosis in vivo verdeutlichte, dass lediglich eine Exposition von NR8383 AM zu 
100 µg/ml über 72 h zu keinem signifikanten Unterschied zur AM Beladung in vivo führt. In vitro sind 
folglich hohe SrCO3 Expositionskonzentrationen sowie eine längere Inkubationszeit notwendig, um 
die in vivo gemessene AM Beladung entsprechend nachzustellen. Eine Dosimetrie unter Zuhilfenah-
me der A549 Typ II Pneumozyten resultierte nach Exposition dieser über 72 h zu 30 µg/ml in einem 
konstanten intrazellulären Sr Gehalt, welcher den in vivo Sr Konzentrationen in septalen Regionen 
sehr ähnlich ist.  
In vivo wurde 3 d p.I. in Lungengewebe TiO2 exponierter Wistar Ratten ca. 14 % des Gesamt-
titans in AM, 32 % in Alveolarsepten detektiert (siehe Abbildung 61). Dies entspricht etwa 2.500 ppm 
in AM und 5.000 ppm in AS. NR8383 AM zeigen nach Exposition zu geringen Konzentrationen und 
kurzer Expositionszeit bereits einen 7 - fach höheren intrazellulären Ti Gehalt mit steigender Tendenz 
bei fortschreitender Expositionszeit (siehe Abbildung 69A). Bei Exposition zu einer höheren Konzent-
ration ist der intrazelluläre Ti Gehalt sogar 11 - fach höher als in AM in vivo und zeigt eine abneh-
mende Tendenz. Auch die Exposition der A549 Zellen resultierte in einer signifikanten, 2 - fach höhe-






























































Abbildung 69: TiO2, TiZr In vivo – in vitro Relevanz. Gegenüberstellung der Ti bzw. Zr Konzentration in AM in vivo und in 
vitro nach Exposition zu TiO2 (A) bzw. TiZr NP (B). Lunge: 0,6 mg/Lunge, 3 d p.I., NR8383 AM: bis zu 72 h, 10 bzw. 30 µg/ml, 
A549: bis zu 72 h, 30 µg/ml. 
 
Nach Exposition zu TiZr NP wurden etwa 44 % des Gesamttitans in AM und 48 % des Gesamt-
titans in AS detektiert, was etwa 7.000 bzw. 8.000 ppm entspricht. Eine Exposition von NR8383 AM 
zu geringen TiZr Konzentrationen unterscheidet sich nach kurzer Expositionsdauer nicht signifikant 
von der AM Belastung in vivo. Die in vivo nachgewiesene Belastung der AS ist mit einer 48 bzw. 72 - 
stündigen Exposition von A549 Zellen vergleichbar, da diese sich nicht länger signifikant unterschei-
den. Interessant bleibt die intrazelluläre Zr Konzentration, welche in NR8383 AM unabhängig von der 
Ti Konzentration stetig ansteigt, während der Zr Gehalt in A549 Zellen konstant bleibt. Eine in vitro 
Dosisanpassung zur Angleichung der intrazellulären in vivo Ti Konzentration zeigte, dass selbst die 
Exposition zu niedrigen NP Konzentrationen eine extrem starke Aufnahme durch NR8383 AM und 
A549 Zellen zur Folge hat. Die hier gewählten Konzentrationen spiegeln die in vivo Resultate mit Aus-
nahme der TiZr exponierten AM (10 µg/ml) kaum wieder, sondern führen zu bis zu 8 – 12 – fach 
(NR8383 AM) bzw. 2 – fach (A549) höheren intrazellulären NP Konzentrationen. Zudem wurde in 
NR8383 AM nach Exposition Zr nachgewiesen, was in vivo nicht beobachtet wurde. Interessant ist, 
dass nach Exposition zu 30 µg/ml TiZr 1,5 – fach mehr Zr als Ti innerhalb der AM detektiert wurde. 
Zusammenfassend ist hier zu sagen, dass die dosimetrische Einstellung der in vitro Testverfahren zur 
Darstellung der in vivo NP Beladung nach Exposition zu TiO2 und TiZr NP ein gutes Modellsystem zur 
Erweiterung und Verbesserung von in vitro Tests darstellt, jedoch weiterer Optimierung bedarf. Die 
Anwendung dieses Modells auf die Mischoxid NP TiZr scheint schwierig, da offensichtlich eine Disso-
ziation der NP – bezogenen Elemente Ti und Zr stattfindet, welche zudem auch noch zu differentiel-
len Einzelzelldosen führt. Dies könnte eine Einstellung relevanter Einzelzelldosen unmöglich machen. 
Wie In vivo bereits beobachtet, verändert sich das Ti zu Zr Verhältnis, welches selten dem der 
NP Kontrolle von 10:1 entspricht. In vitro in NR8383 AM ergibt ich je nach applizierter Konzentration 
ein Verhältnis von 11:1 (10 µg/ml) bzw. 1:1,5 (30 µg/ml). Die Exposition zu höheren Konzentrationen 
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len liegt das Ti:Zr - Verhältnis bei 4:1, in vivo in Alveolarsepten bei 30:1. Die bereits beschriebene 
Hypothese der aktiven Defektstellen auf der NP Oberfläche kommt hier erneut zum Tragen. Denn 
solche Oberflächendefekte würden die strukturelle Integrität dieser NP gefährden, da die Mischoxid 
NP angreifbar für pH-Wert Schwankungen und degradative Enzyme werden. Somit sind die verschie-
denen, vom ursprünglichen Verhältnis abweichenden Ti:Zr - Verhältnisse ein aussagekräftiges Argu-
ment für die Hypothese der Elementdissoziation durch intrazelluläre Prozessierung.  
Schlussfolgernd ist anzunehmen, dass sowohl die reinen TiO2 NP als auch die Mischoxid NP 
durch AM phagozytiert werden, was durchaus zur Überlastung der AM – abhängigen Clearance der 
Alveolen führen kann. Ebenso wird eine Interaktion mit dem Lungensurfaktanten begünstigt. Die 
konfokale Ramananalyse zeigt Hinweise darauf, dass TiO2 NP mit Komponenten des Lungen-
surfaktanten wechselwirken könnten. Dies hätte womöglich Auswirkungen auf die Aufrechterhaltung 
der geringen Oberflächenspannung sowie die Regulation intrapulmonaler Flüssigkeitsbewegungen58.  
Eine IBM – basierte Dosisanpassung wurde ebenso für eine Exposition zu oberflächenmodifi-
zierten ZrO2 NP durchgeführt (siehe Abbildung 70). 3 d p.I. von Wistar Ratten zu 1,2 mg ZrO2 Acryl 
pro Lunge wurden 87 % in AS und 13 % in AM detektiert. TODS modifizierte ZrO2 NP sind zu 92 % in 
AM und zu 8 % in AS nachweisbar. 
NR8383 AM als relevantes Modell-
system wurden für 24 h zu 30 µg/ml 
ZrO2 Acryl bzw. TODS exponiert. Dies 
resultierte in einer intrazellulären Zr 
Dosis, welche oberflächenunabhän-
gig der in vivo AM Beladung 3 d p.I. 
mit durch Exposition zu 1,2 mg/ Lun-
ge gleichkommt. Zwischen den ermit-
telten in vivo und in vitro Zr Konzent-
rationen konnte kein signifikanter 
Unterschied festgestellt werden. 
Diese erfolgreiche Anpassung der effektiven intrazellulären Dosis in vitro wurde sowohl für TODS – 
modifizierte als auch für acrylierte ZrO2 NP erreicht und zeigt die Effektivität des in vivo - in vitro Re-
levanz - Modells. 
Die gezeigten NP - induzierten biologischen Effekte begründen sich in physikochemischen NP 
Eigenschaften, wie Größe und Oberflächenladung sowie der Oberflächenmodifikation oder ihrer 
chemischen Formulierung. Effektive intrazelluläre Dosen, die intrazelluläre Dynamik und Prozessie-









































Abbildung 70: ZrO2 In vivo – in vitro Relevanz. Gegenüberstellung der Zr 
Konzentration in AM in vivo und in vitro nach Exposition zu acrylierten (A)
bzw. TODS - modifizierten ZrO2 NP (B). Lunge: 1,2 mg/Lunge, 3 d p.I., 




simetrische Ansatz zur Präzisierung des Dosisfensters für in vitro Tests stellt ein solides Modell zur 
Verbesserung der Prädiktivität dieser Teststrategien dar. Viele Effekte, wie beispielsweise Elementko-
lokalisationen zwischen NP und Spurenelementen sowie deren Umverteilung zu Gunsten NP - koloka-
lisierter Hot Spots und damit einhergehende zelluläre Effekte konnten in vivo und in vitro in den ge-
wählten Modellsystemen dargestellt werden. 
5.6 Zusammenfassung und Ausblick 
Schlussfolgerung 
Für In vivo Analysen stand Lungengewebe 3 und 21 Tage nach intratrachealer Instillation von 
Wistar Ratten mit 4,8 mg/Lunge SrCO3 (hydrophil), 1,2 mg/Lunge ZrO2 (Acryl vs. TODS) und 
0,6 mg/Lunge TiO2 bzw. TiZr zur Verfügung. Die quantitative Analyse der NP Verteilung im respirato-
rischen Gewebe erfolgte mithilfe der markierungs- und zerstörungsfreien IBM. Unterstützend wurde 
die CRM als hochauflösendes, markierungsfreies und nicht - invasives Bildgebungsverfahren zur Iden-
tifizierung belasteter Zelltypen eingesetzt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sich 
NP Translokationsmuster innerhalb der Lunge abhängig von der chemischen Formulierung, der NP 
Oberfläche und der NP Löslichkeit unterscheiden. SrCO3 NP belasten vornehmlich AM, während TiO2, 
TiZr und ZrO2 NP vermehrt mit den Zellen des respiratorischen Epithels interagieren. Während alveo-
lare Bereiche durch alle untersuchten NP stets am stärksten belastet sind, wurden dennoch kleinere 
NP Fraktionen in bronchialen Bereichen oder gar im Endothel pulmonaler Blutgefäße detektiert. Das 
Translokationsverhalten der NP bestimmt maßgeblich Prozesse wie Clearance und Retention. Lösli-
che SrCO3 NP werden AM – vermittelt schnell und effizient aus der Lunge eliminiert. Die führt zu ei-
ner geringeren SrCO3 Belastung des respiratorischen Epithels und reduziert die Wahrscheinlichkeit 
bzw. die Menge der NP, welche in die Blutbahn translozieren können.  Weniger gut lösliche NP wie 
oberflächenfunktionalisierte ZrO2 NP werden langsamer aus der Lunge eliminiert, was die Retenti-
onszeit dieser in der Lunge erhöht. Schwer lösliche TiO2 und TiZr interagieren sehr stark mit dem 
respiratorischen Epithel und weniger mit AM. Vermutlich ist die stete Überlastung der phagozytie-
renden AM durch TiO2 und TiZr NP der Grund für das vermehrte Kollabieren. Dies wiederum erhöht 
sowohl die Epithelkontaktzeit der NP und damit die Wahrscheinlichkeit der Translokation in sekundä-
re Organe, aber auch die intraluminale Freisetzung von Entzündungsmediatoren und der Entstehung 
akuter bis chronischer Entzündungszustände. Die Effizienz und Geschwindigkeit der pulmonalen 
Clearance ist demzufolge abhängig vom NP Typ, seinen physikochemischen Eigenschaften und der 
Art der Interaktion mit intrapulmonalen Zellen. Die effiziente Clearance von SrCO3 NP ist auf die AM – 




Struktur wurde sowohl in vitalen Zellkulturen als auch zellfrei,  mithilfe der CRM nachgewiesen. Der 
pH – abhängige Verlust des hochspezifischen Ramansignals bestätigt den Verlust der strukturellen 
Integrität dieser NP Spezies. Jedoch gilt zu bedenken, dass Rodentia eine schnellere Clearance auf-
weisen als Menschen62 und somit eine Übertragung der Daten auf das System „Menschen“ einer 
Extrapolation bedarf. 
In vitro Untersuchungen wurden umfassend und breit gefächert durchgeführt, um eine Kor-
relation dieser mit in vivo beobachteten Effekten nachzuvollziehen. Zunächst sei erwähnt, dass 
NR8383 AM ein sensitives in vitro Modell zur Untersuchung biologischer Effekte auf luminale AM 
darstellen. NR8383 AM und A549 Typ II Pneumozyten wurden als relevante in vitro Modelle ausge-
wählt, um NP – induzierte toxische Effekte mit der effektiven Dosis in Verbindung zu bringen. Die 
Ergebnisse der toxikologischen Evaluation der NP in NR8383 AM sind in Abbildung 71 zusammenge-
fasst. In vivo und in vitro wurden SrCO3 - induziert signifikant veränderte intrazelluläre Schwefel-, 
Zink, Eisen- und Kupferkonzentrationen beobachtet. In vitro rufen SrCO3 NP im NR8383 Alveolarmak-
rophagenmodell oberflächenabhängig nekrotische und apoptotische Prozesse sowie extensive ROS 
Bildung, eine Depolarisation der Mitochondrienmembran, eine Beeinträchtigung des Zellzyklus sowie 
die Freisetzung proinflammatorischer Zytokine hervor. Dabei werden hydrophob modifizierte SrCO3 
NP signifikant stärker aufgenommen als hydrophil modifizierte NP. Hydrophil modifizierte SrCO3 NP 
zeigen bei geringster Aufnahme dennoch die stärksten toxischen Effekte. 
 
Abbildung 71: Einordnung von Toxizität, NP Aufnahme und Größe der untersuchten NP in NR8383 AM. 
 
TiO2 NP zeigen bei stärkster Aufnahme keinerlei toxische Effekte auf AM in vitro. TiO2 NP ver-
ändern in vivo und in vitro in betroffenen Zellen die Schwefel- und Zinkkonzentration signifikant. TiZr 
NP – belastete Zellen weisen trotz vergleichsweise geringer Aufnahme einen signifikant veränderten 
Eisen- und Zinkgehalt auf. Obwohl TiO2 NP in A549 Zellen eine starke Kolokalisation mit Mitochond-
rien zeigen, lösen TiO2 und TiZr NP keinerlei zytotoxische Effekte im Makrophagenmodell oder in 




Schwefel, Eisen-, Kupfer- und Zinkkonzentrationen, jedoch wurden lediglich durch Einfluss acrylierter 
ZrO2 NP zytotoxische Effekte im Makrophagenmodell beobachtet. 
Zuletzt wurden die Daten aus in vivo und in vitro Studien korreliert, um ein Modell zur Präzi-
sierung des Dosisfensters für in vitro Tests zu erarbeiten. Ziel ist hierbei eine Optimierung und Vali-
dierung von in vitro Teststrategien zur Erhöhung ihrer Prädiktivität. Der Vergleich aller hier erhobe-
nen Daten zeigt, dass das NR8383 Alveolarmakrophagenmodell ein solides Modell zur Aufklärung NP 
- induzierter Wirkmechanismen darstellt, da allgemein eine gute Korrelation zwischen Tier - und Zell-
kulturmodell festgestellt wurde. NR8383 AM zeigten zudem NP - abhängig variable Aufnahmekapazi-
täten, sodass künftig auch die Niedrigdosiseffekte mithilfe dieses Modells untersucht werden könn-
ten. 
Ausblick 
Die vorliegende Arbeit stellt einen Fahrplan zur systematischen Analyse der NP Zytotoxizität 
dar. Die hochauflösenden, markierungsfreien Techniken wurden zur Visualisierung, Identifizierung 
und Quantifizierung der NP in biologischer Umgebung angewandt. Die erfolgreiche Optimierung der 
Messverfahren und –parameter ermöglicht auch in Folgestudien die Darstellung von Lungengefrier-
schnitten mit hoher Auflösung, hoher Präzision und hoher Reproduzierbarkeit. Die Optimierung der 
präparativen Vorbereitung kann in zukünftigen µPIXE - basierten Bildgebungsstudien zur hochquali-
tativen Darstellung biologischer Matrizes mit hoher struktureller Integrität angewandt werden.  
Die erfolgreiche Übertragbarkeit der quantitativen in vivo Daten auf in vitro Zellmodelle wur-
de nachgewiesen und der dosimetrische Ansatz kann nachfolgenden Studien eine wertvolle Basis der 
Dosisanpassung zur Verbesserung der Prädiktivität von in vitro Teststrategien dienen. 
Die Optimierung des CRM Messverfahrens ermöglichte sogar eine Analyse kinetischer und 
dynamischer Prozesse, wie Aufnahme und Prozessierung der NP in vitalen Zellen. Diese Plattform zur 
intrazellulären sowie zellfreien Echtzeitverfolgung der NP Löslichkeit unter kontrollierten Bedingun-
gen stellt einen soliden, systematischen Fahrplan zur standardisierten Untersuchung der NP Löslich-
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Elementanalyse der NP 
 
Abbildung 1.: Ionenstrahlmikroskopische Elementanalyse von SrCO3 hydrophil bzw. hydrophob (A, B), TiO2 und TiZr (C, D) 
und ZrO2 NP (E, F). Die detektierten Elemente sind als Anzahl Atome pro 100 Atome des NP Elements dargestellt. Gezeigt ist 
je eine Messposition als Überlagerung des NP Elements (rot: Sr, Ti bzw. Zr) mit S (grün) und Ca (blau). n.d.: nicht detektier-




Zytotoxizität der SrO3 NP nach Aufnahme durch NR8383 AM  
 
Abbildung 2. Zellzyklusanalyse von SrCO3 exponierten NR8383 AM. Analyse der Verteilung der Zellzyklusphasen in NR8383 
AM nach Exposition zu SrCO3 NP hydrophil (links) und hydrophob (rechts) über 72 h mithilfe einer Propidiumiodid Färbung 
(Nicoletti – Assay). Die Farbe der Signifikanzmarkierungen entspricht die der zugehörigen Population. 
 
 
























































































































































































































































































Abbildung 3. Freisetzung von TNF-α durch NR8383 AM nach Exposition zu SrCO3 NP.  
 
 
Abbildung 4. Freisetzung von CXCL-1 durch NR8383 AM nach Exposition zu SrCO3 NP.  
 
 
Abbildung 5. Toxizität von Sr2+ Ionen und CO32- Ionen. (A) Vitalität, Apoptose und Nekrose nach 48-stündiger Exposition, 
sowie (B) ROS Produktion und (C) Bestimmung des mitochondrialen Transmembranpotenzials von NR8383 AM nach Exposi-
tion zu SrCl2 und CaCO3.  
 
 
Abbildung 6. Positivkontrollen zur Depolarisierung der mitochondrialen Membran und der ROS Produktion. NR8383 AM 
wurden für 15 min zu 900 nM Valinomycin behandelt und anschließend mit JC-1 gefärbt oder mit 500 µM für 6 h zu H2O2 
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Zytotoxizität nach Aufnahme von TiO2 bzw. TiZr und ZrO2 durch NR8383 AM  
 
Abbildung 7. Vitalität TiO2 bzw. TiZr exponierter NR8383 AM. Bestimmung der Induktion von Apoptose und Nekrose von 
NR8383 AM nach Exposition zu TiO2  (A, B, C) und TiZr (D, E,F) NP über 72 h.  
 
 
Abbildung 8. Freisetzung von TNF-α durch NR8383 AM nach Exposition zu TiO2 bzw. TiZr NP. n = 3, MEAN ± SEM. 2-Wege 
ANOVA mit Bonferroni Postkorrektur. 






























































































































































Abbildung 10.  Vitalität ZrO2 (Acryl bzw. TODS) exponierter NR8383 AM. Bestimmung der Induktion von Apoptose und 
Nekrose von NR8383 AM nach Exposition zu ZrO2 NP über 72 h. Induktion des Zelltodes nach Applikation von ZrO2 Acryl (A: 
24 h, B: 48h, C: 72 h) sowie durch ZrO2 TODS (D: 24 h, E: 48h, F: 72 h). Die Farbe der angegebenen Signifikanzlevel p ent-
spricht der gleichfarbigen Zellpopulation. 
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µPIXE - basierte Visualisierung und Quantifizierung der NP Aufnahme 
 
Abbildung 11. µPIXE Spektren von NP – beladenen Lungen. (A) 4,8 mg/Lunge SrCO3 hydrophil 3 d p.I. und (B) 21 d p.I.; (C) 
0,6 mg/Lunge TiO2 3 d p.I. (D) 0,6 mg/Lunge TiZr 3 d p.I. (E) und 1,2 mg/Lunge ZrO2 Acryl (F) ZrO2 TODS 3 d p.I. 
 
 
Abbildung 12. µPIXE Spektren von NP – belasteten NR8383. (A) SrCO3 hydrophil (B) hydrophob und (C) TiO2 und (D) TiZr 
und (E) ZrO2 Acryl und (F) TODS nach 24 – stündiger Exposition zu 30 µg/ml. 
 






































































































































Ti und Zr in NR8383 AM
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Abbildung 13. µPIXE Spektren von NP – belasteten A549 Zellen. (A) SrCO3 hydrophil (B) hydrophob und (C) TiO2 und (D) 
TiZr nach 24 – stündiger Exposition zu 30 µg/ml. 
 
















































Abbildung 14. µPIXE Visualisierung von SrCO3 hydrophil bzw. hydrophob in NR8383 AM und A549 Zellen. Verteilung 
zellulärer Elemente und Sr in NR8383 AM nach Exposition zu 100 bzw. 30 µg/ml SrCO3 hydrophob über 48 und 72 h. Maß-







Abbildung 15. µPIXE Visualisierung von hydrophilen bzw. hydrophoben SrCO3 NP in NR8383 AM. Verteilung zellulärer 










Abbildung 16. Häufigkeitsverteilung der Sr Aufnahme in NR8383 AM über 72h. Dargestellt ist die intrazelluläre Sr Konzent-
ration als Eventhäufigkeit in NR8383 AM nach Exposition zu 100 µg/ml (A) hydrophil und (B) hydrophob bzw. 30 µg/ml (C) 
hydrophil und (D) hydrophob. MW: Mittelwert. 
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 24hMW: 37.300 +/- 6.000 ppm
















 72hMW: 39.000 +/- 7.800 ppm
Median: 21.800 ppm, Q
25,75
: 9.300, 75.700 ppm 
Sr Konzentration [ppm]









MW: 21.500 +/- 2.300 ppm
Median: 18.500 ppm, Q
25,75
































 24hMW: 20.200 +/- 4.000 ppm
Median: 13.200 ppm; Q
25,75






Abbildung 17.: Quantifizierung zellulärer Elemente in A549 Typ II Pneumozyten nach Exposition zu 30 µg/ml SrCO3 NP 
über 72h. (A) 24h, (B) 48h, (C) 72h. 
 
 
Abbildung 18. µPIXE Visualisierung von zellulären Elementen sowie Ti in NR8383 AM (A) und A549 Zellen (B) nach 48- und 















































































Abbildung 19. µPIXE Visualisierung von zellulären Elementen sowie Ti und Zr in NR8383 AM (A) und A549 Zellen (B) nach 













Abbildung 20.: Häufigkeitsverteilung der Ti Aufnahme in NR8383 AM über 72h. Dargestellt ist die intrazelluläre Ti Kon-
zentration als Eventhäufigkeit in NR8383 AM nach Exposition zu (A) 30 µg/ml TiO2, (B) 30 µg/ml  TiZr, (C) 10 µg/ml TiO2 und 
(D) 10 µg/ml. MW: Mittelwert. 
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Abbildung 21.: Quantifizierung zellulärer und NP – bezogener Elemente in A549 Typ II Pneumozyten nach Exposition zu 
30 µg/ml TiO2 bzw. TiZr NP über 72h. (A) 24h, (B) 48h, (C) 72h. 
 
CRM - basierte Kolokalisationsrate 
 
 























































































































































































































































































































































IBM - basierte Kolokalisation in vitro 
 
 




CRM Live Cell Imaging A549 
 
Abbildung 24. Konfokales Raman Live Cell Imaging der SrCO3 NP Aufnahme durch A549 Zellen. Aufnahmekinetik, darge-
stellt als Falschfarbenbild, wurde bei 37°C in phenolrotfreiem DMEM mit 25 mM HEPES mit einer zeitlichen Auflösung von 
15 min durchgeführt. Maßstab: 5µm. 
 
Ramanspektren NP exponierter Lungenzellen in vitro 
 
 
Abbildung 25.: Ramanspektren ZrO2 exponierter A549 Zellen bzw. NR8383 AM. Am Beispiel TODS - modifizierter ZrO2 NP 
ist die subzelluläre Lokalisation nach Exposition zu 30 µg/ml (24 h, A549) bzw. 11,25 µg/ml (16 h, NR8383 AM aus Zytospin-
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